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ABSTRAKT 
 
Cílem této diplomové práce bylo připravit hyaluronanové mikro- a nanočástice na základě 
elektrostatických interakcí s opačně nabitými molekulami. Sledovanými parametry byly 
průběh korelační funkce, velikost částic a hodnota zeta potenciálu. Nejdříve bylo nutné 
prostudovat chování samotného hyaluronanu v roztoku. Mikro- a nanočástice byly připraveny 
smícháním různých objemových poměrů záporně nabitého hyaluronanu a kladně nabitého 
polyargininu nebo cetyltrimethylamonium bromidu. Mikro- a nanočástice byly připraveny 
ve vodném prostředí a v prostředí 0,15 M chloridu sodného (fyziologický roztok).  
Při studiu samotného hyaluronanu byl zjištěn polydisperzní charakter hyaluronanu. Bylo 
zjištěno, že rozpuštěním hyaluronanu ve fyziologickém roztoku získáme menší velikosti 
částic oproti stejným koncentracím hyaluronanu rozpuštěných ve vodě.  
Dále bylo zjištěno, že systémy složené z polyargininu a hyaluronanu tvoří částice o velikosti 
zhruba 100 nm. V případě systémů tvořených z cetyltrimethylamonium bromidu 
a hyaluronanu mají částice velikost několika stovek nanometrů, přičemž velikosti částic 
ve fyziologickém roztoku byly menší než ve vodném roztoku. 
 
ABSTRACT 
 
The aim of this thesis was to prepare hyaluronic acid micro- and nanoparticles based 
on electrostatic interactions with oppositely charged molecules. Following parameters were 
monitored: correlation function behavior, the particle size and zeta potential value. 
At the beginning, it was necessary to study the behavior of hyaluronan in solution by dynamic 
light scattering measurement. Micro- and nanoparticles were prepared by mixing different 
volume ratios of negatively charged hyaluronan and positively charged polyarginine 
or cetyltrimethylammonium bromide. Micro- and nanoparticles were prepared in aqueous 
solution as well as in 0,15 M sodium chloride solution (physiological solution).  
In the case of the hyaluronan solution a polydisperse character of hyaluronan was detected. 
It was found that the dissolution of hyaluronan in the physiological solution gives us 
the smaller particle size in opposite to particle size obtained from the same concentrations 
of hyaluronan dissolved in water.  
Furthermore, it was found that systems composed of hyaluronan and polyarginine create 
particle size of about 100 nm. Whereas systems consisting of cetyltrimethylaminoum bromide 
and hyaluronan form larger particles, in units of hundreds of nanometers, the particle size 
in physiological solution were smaller than the same systems dissolved in aqueous solution. 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
 
Kyselina hyaluronová, dynamický rozptyl světla, mikro- a nanočástice, polyarginin, CTAB 
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1 ÚVOD 
 
Celá tato diplomová práce je postavena v podstatě na jedné látce, a touto látkou 
je hyaluronan. Polysacharid hyaluronan se běžně vyskytuje v lidském těle. Vyskytuje 
se například v synoviální tekutině, kde se při pohybu různě přesouvá, a tím napomáhá 
k bezbolestnému pohybu. Dále se vyskytuje v extracelulární hmotě, chrupavce, pupeční 
šňůře, očním sklivci, pojivových tkáních, střevech a plicích [1], [2]. Hyaluronan je hojně 
využíván v kosmetickém průmyslu, kde se přidává do různých krémů proti vráskám 
a na hydrataci pokožky. 
Hlavní cíl této práce spočíval v nalezení optimální metody přípravy hyaluronanových 
mikro- a nanočástic na základě interakcí mezi hyaluronanem a opačně nabitými 
(makro)molekulami, jež by mohly sloužit jako nosiče léčiv. První úkol spočíval ve studiu 
velikosti částic samotného hyaluronanu ve vodném prostředí. Pro zjišťování velikosti částic 
byl využit přístroj Zetasizer Nano ZS, který používá proces nazývaný dynamický rozptyl 
světla. Znamená to, že měří Brownův pohyb a uvádí ho do vztahu s velikostí částic. Měření 
provádí tak, že částice osvítí laserem a analyzuje fluktuaci intenzity v rozptýleném světle [3]. 
Na velikosti částic záleží zejména proto, že imunitní systém člověka je téměř dokonalý 
a veškeré látky, které do těla nepatří, jsou ihned napadeny fagocyty (bílými krvinkami). Bílé 
krvinky ovšem nejsou schopny zaznamenat částice menší než 200 nm. Tyto částice mohou 
buď nezměněny projít organismem, nebo mohou v organismu spustit reakci, která nám buď 
prospěje, nebo naopak ublíží [4].  
Nanostruktury vznikají jako platforma pro doručování makromolekul a nízkomolekulárních 
léčiv, při léčbě různých nemocí, díky své unikátní velikosti a povrchovým vlastnostem. 
V nanomedicíně je využíváme pro transport léčiv do cílené tkáně [2]. Nanočástice, jako cílené 
nosiče léčiv, by se mohly využít například v onkologii. Dnes se rakovina léčí pomocí 
chemoterapeutických léčiv a dochází k nespecifické distribuci léčiva, což vede k nízké 
koncentraci léčiva v karcinomu a k systémové toxicitě [5]. Při použití cílených nosičů léčiv 
dochází k minimalizaci vedlejších účinků, jako je vypadávání vlasů, leukémie, akutní 
poškození ledvin nebo třeba nevolnost [6]. 
Nádorové buňky k sobě přitahují hyaluronan proto, že hyaluronan je tělu vlastní látka a jako 
taková je zpočátku chrání před imunitním systémem. Hyaluronan jim navíc umožňuje 
se rozmnožovat. Čím větší karcinom je, tím více hyaluronanu potřebuje, a proto se 
hyaluronan jeví jako vhodný nosič léčiv. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 Kyselina hyaluronová 
 
2.1.1 Vlastnosti a struktura 
 
Kyselina hyaluronová byla poprvé izolována v roce 1934 z očního sklivce dobytka. První 
izolaci kyseliny hyaluronové provedli K. Mayer a J.W. Palmer [7]. V dalších letech byla 
kyselina hyaluronová izolována také z očního sklivce prasat, roztoků hovězí krve, z bakterií 
streptokoků a kohoutích hřebínků. Izolací z kohoutích hřebínků je možné získat nejvyšší 
molekulovou hmotnost hyaluronanu, a to 3,5–4 MDa. Kyselina hyaluronová se v organismu 
vyskytuje ve formě polyaniontu, a proto je označována jako hyaluronan. 
Nerozvětvená lineární struktura molekuly hyaluronanu (Obr. 1) je tvořena opakujícími 
se disacharidickými jednotkami. Tento disacharid se skládá ze dvou monomerních 
jednotek N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukuronové kyseliny. Monomerní jednotky se mezi 
sebou vážou β(1→3) glykosidickou vazbou a jednotlivé disacharidy β(1→4) glykosidickou 
vazbou [8]. Glykosidické vazby jsou stabilizovány vodíkovými můstky. Jednotlivé dimery 
jsou vůči sobě pootočeny o 180° [9]. 
 
Obr. 1: Základní struktura hyaluronanu, kde nalevo je D-glukuronová kyselina 
a napravo je N-acetyl-D-glukosamin, a kde modré zbarvení představuje polární a růžové 
zbarvení nepolární oblast molekuly [10] 
 
Kyselina hyaluronová není rozpustná ve vodě, kdežto hyaluronan rozpustný je. 
Na rozpuštění 1 molu hyaluronanu je potřeba 1 000 molů vody. Hyaluronan se vyskytuje jak 
v nízkomolekulární (desítky až stovky kDa) tak ve vysokomolekulární formě 
(jednotky MDa). Vlastnosti nízkomolekulárního a vysokomolekulárního hyaluronanu jsou 
v některých případech velmi rozdílné. Například nízkomolekulární hyaluronan podporuje 
zánětlivé procesy v těle, na rozdíl od vysokomolekulárního hyaluronanu, který 
má protizánětlivé vlastnosti. Naopak také platí, že nízkomolekulární hyaluronan 
má protinádorové vlastnosti, kdežto vysokomolekulární hyaluronan hraje významnou roli při 
tvorbě metastází.  
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2.1.2 Struktura hyaluronanu v roztoku 
 
Hyaluronan rozpuštěný ve vodě má i při nízkých koncentracích velmi vysokou viskozitu, 
což je způsobeno tím, že jeho řetězce obsahují dva typy vazeb. Prvním typem vazeb jsou 
vazby rigidní uvnitř cukerných kruhů, které jsou schopné relativně udržet svůj tvar. Tyto 
rigidní jednotky se vážou přes kyslík glykosidickými vazbami. Na každém glykosidickém 
můstku může existovat několik konfigurací, což v dlouhém řetězci hyaluronanu způsobí velké 
množství různých tvarů molekuly. Molekula hyaluronanu se tak může jevit jako náhodně 
uspořádaná. 
Struktura hyaluronanu je dána dvojnásobnou spirálou (nejedná se o dvoušroubovici 
tvořenou dvěma řetězci) a je stabilizovaná vodou. Významem této sekundární struktury je, 
že spirála obsahuje osm uhlíkatých jednotek CH, což zhruba odpovídá velikosti oktanové 
kyseliny. Z tohoto důvodu má hyaluronan amfifilní charakter, protože má vlastnosti 
hydrofilního materiálu a zároveň obsahuje hydrofobní domény [9].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 2:  Struktura hyaluronanu ve vodném roztoku [10] 
 
2.1.3 Hyaluronan v lidském těle 
 
Hyaluronan se vyskytuje jak v těle obratlovců, tak ho můžeme nalézt i u některých 
prokaryot, např. Steptococcus nebo Pasteurella. U prokaryot je hyaluronan součástí buněčné 
stěny. V lidském těle však plní funkci základní stavební jednotky mezibuněčné hmoty. Lidské 
tělo obsahuje asi 11−17 g hyaluronanu [11], který se neustále obnovuje. Koncentrace 
hyaluronanu v mezibuněčné hmotě je větší než 2,5 g·l−1, v pupečníku a synoviální tekutině 
je 2–4 g·l−1, v kůži 0,5 g·l−1, v očním sklivci 0,2 g·l−1 a například lymfa obsahuje méně jak 
10 mg·l−1 hyaluronanu. Biodegradace probíhá prostřednictvím specifických enzymů, zvaných 
hyaluronidázy [12]. 
Vzhledem k vysoké vaznosti vody je hyaluronan zodpovědný za hydrataci a osmotickou 
bilanci tkáně. Síťovaný hyaluronan udržuje stálé vnitřní prostředí matrice tak, že vytvoří 
prostor pro proudění tekutiny a difúzní bariéry, které regulují distribuci proteinů. To také 
ovlivňuje buněčnou proliferaci a diferenciaci, ale i migraci buněk. Hyaluronan, jakožto hlavní 
součást synoviální tekutiny, určuje viskoelastické vlastnosti kloubu. Koncentrovaný roztok 
hyaluronanu v synoviální tekutině je schopný odolat rychlé deformaci a zároveň umožnit 
viskózní klouzání při pomalé deformaci [13]. Hyaluronan tvoří povlak přes celý vnitřní 
povrch kloubu, který se chová jako viskoelastický štít kloubní chrupavky a chrání ji před 
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mechanickým poškozením. Tato vrstva chrání také chrupavku a synoviální tekutinu před 
volnými radikály a jinými zánětlivými faktory [14]. 
 
2.1.4 Využití hyaluronanu 
 
Schopnosti pojmout velké množství vody a vysoké viskoelasticity hyaluronanu se využívá 
v lékařství, farmacii i kosmetice. V lékařství se využívá zejména v oftalmologii při výměně 
čoček, v ortopedii a revmatologii se formou injekce vstřikuje do synoviální tekutiny kloubu, 
čímž zmírní bolest při pohybu a nově se také využívá při bezjizvém hojení ran tím, že brání 
ukládání kolagenu [5]. Dále se využívá při terapii močové inkontinence, intraartikulárně při 
osteoporóze, k prevenci jizvení při endoskopických operacích a v očních nebo nosních 
kapkách [12]. 
Dnes se už můžeme běžně setkat s krémy proti vráskám, které obsahují hyaluronan. 
Hyaluronan nejenže zabraňuje tvorbě vrásek, ale navíc pleť hydratuje, a tím obnovuje její 
pružnost. Kyselinu hyaluronovou můžeme na obličej aplikovat injekčně nebo lokálně, v obou 
případech dochází k vylepšení vzhledu jemných linek i hlubokých vrásek. Přirozený výskyt 
kyseliny hyaluronové v těle s věkem klesá, což může vést k vytvoření kožních vrásek, 
zhoršení zraku nebo třeba k problémům se srdcem. Nejúčinnější je aplikace kyseliny 
hyaluronové injekčně přímo do vrásky na obličeji. Naše tělo však kyselinu hyaluronovou 
během šesti měsíců vstřebá a nechceme-li, aby se nám vrásky vrátily, je nutné podat další 
injekci [7]. 
Oligosacharidy kyseliny hyaluronové se mohou používat jako lokální prostředky na hojení 
ran a popálenin, dále se mohou v kombinaci s jinými účinnými látky používat na výrobu 
nanočástic pro kosmetické a lékařské využití a také v  kombinaci se zobrazovacím činidlem 
na detekci a diagnózu nádorů [5]. 
Protože má hyaluronan jak hydrofilní tak hydrofobní vlastnosti, které lze různě měnit 
při přechodu membránou, je vhodný jako nosič čehokoliv (např. léčiv) dovnitř nebo ven 
z buňky [9]. Cíleným transportem se dosáhne maximálního působení léčiva na postiženou 
oblast, čímž se sníží nežádoucí účinky. Dále se může využívat v tkáňovém inženýrství pro 
přípravu scaffoldů [15]. 
V současné době se kyselina hyaluronová začíná používat také v otorhinolaryngo-
logii (ORL) na léčbu rýmy. Některé vlastnosti kyseliny hyaluronové, jako je zvláčňující 
účinek, podpora samočisticí funkce respiračního epitelu zlepšením mukociliárního transportu, 
protizánětlivý efekt a schopnost omezit kolonizaci streptokoků skupiny A, se jeví jako 
výhodné pro její kombinaci s přípravky pro léčbu rýmy [16]. 
 
2.1.5 Výroba kyseliny hyaluronové 
 
Kyselina hyaluronová se průmyslově vyrábí dvěma hlavními způsoby. Prvním způsobem 
je extrakce z živočišných zdrojů a druhým je bakteriální produkce [17]. Při extrakci 
ze živočišných zdrojů je nutné nejprve rozbít strukturu, ze které se má izolace kyseliny 
hyaluronové provádět. Rozrušování struktury se provádí různými metodami, jako je drcení, 
homogenizace, rozpouštění pomocí enzymů nebo organických rozpouštědel. Tkáně se mohou 
konzervovat nebo sušit až po odstranění krve. Vysušené tkáně se nechají nabobtnat, poté 
se rozmixují a přefiltruje se synoviální tekutina a sklivec. Tímto procesem se docílí vyčištění 
od pojivové tkáně. Po separaci proteinů z tkání dochází k uvolnění kyseliny hyaluronové. 
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Extrakce ze zvířat není zrovna nejpřijatelnější způsobit výroby a navíc takto získaný 
hyaluronan obsahuje velké množství nečistot. Nečistot se můžeme zbavit sterilizací. 
Kyselina hyaluronová byla poprvé mikrobiálně vyrobena v roce 1980. Při výrobě kyseliny 
hyaluronové se běžně používá bakteriální kmen Streptococcus zooepidemicus, který 
je schopný za vhodných kultivačních podmínek produkovat kyselinu hyaluronovou 
o koncentraci 6–7 g·l−1 [18]. Při bakteriální produkci se kyselina hyaluronová syntetizuje jako 
extracelulární kapsule patogenního streptokoka skupiny A a C. Následně dochází 
k fermentaci, odstranění bakterií filtrací a čištění samotné kyseliny hyaluronové ultrafiltrací. 
Takto získaný produkt se ještě několikrát přečistí srážením pomocí cetylpiridium chloridu 
a ethanolu, dokud nedosáhne potřebné čistoty. Aktivní uhlí se využívá pro snížení obsahu 
bílkovin v kyselině hyaluronové. 
 
2.2 Polyelektrolyty 
 
Polyelektrolyt je polymer nesoucí oddělené iontové skupiny. Jde o makromolekuly, které 
vykazují různé jevy vzhledem k jejich dvojímu charakteru vysoce nabitých elektrolytů 
a molekul makromolekulárních řetězců. Polyelektrolyty můžeme dělit na přírodní (DNA), 
přírodní upravené (deriváty celulózy a chitinu) a syntetické polymery (poly-
(diallyldimethylamonium) chlorid). Podle náboje je můžeme dělit na polyanionty, 
polykationty a polyamfolyty. V závislosti na hustotě náboje a na kyselosti funkčních skupin 
rozlišujeme silné a slabé polyelektrolyty s vysokou nebo nízkou hustotou náboje. Ve vodném 
roztoku se nejčastěji vyskytují jako pevné tyčinky nebo kulovité polyionty. Naproti tomu 
široké spektrum variability polyelektrolytů otevírá možnost mnoha aplikací v různých 
oblastech např. v medicíně, v papírenském průmyslu, při úpravě vody, v potravinářském 
průmyslu, v kosmetice a farmacii [19]. 
Povrchově aktivní molekuly neboli tenzidy se při určité (kritické) koncentraci shlukují 
do agregátů koloidních rozměrů obsahujících 10–100 povrchově aktivních molekul. Z tohoto 
důvodu musíme uvažovat jednak interakce polyelektrolyt-tenzid ve zředěných roztocích pod 
kritickou micelární koncentrací (CMC) a jednak interakce polyelektrolyt-micela. Interakcím 
polyelektrolytů s opačně nabitými tenzidy dominují elektrostatické síly, síly hydrofobní hrají 
vedlejší roli. Vlastnosti polyelektrolytu, jako je chemické složení, hustota a lokalizace náboje, 
mají význam při interakcích s tenzidy [19]. 
 
2.3 Disperzní soustavy 
 
Disperzní soustava se skládá minimálně ze dvou fází. Fáze mohou mít buď stejné, nebo 
různé složení, přičemž jedna fáze je ve druhé rozptýlena. Rozptýlená fáze se nazývá disperzní 
podíl a je rozptýlena v disperzním prostředí. Disperzní soustavy lze dělit podle různých 
parametrů: 
 
• podle velikosti dispergovaných částic na: 
o hrubě disperzní makro a mikro soustavy – pokud jsou částice pozorovatelné 
pouhým okem, jedná se o makro disperzní soustavy; pokud částice pozorujeme 
mikroskopem, jedná se o mikro disperzní soustavy  
o koloidně disperzní – rozptýlené částice jsou v rozmezí 1–500 nm a můžeme je 
pozorovat ultramikroskopem 
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o analyticky disperzní soustavy – atomy, molekuly nebo ionty rozpuštěné 
v daném rozpouštědle, jde o pravé roztoky 
 
• podle tvaru dispergovaných částic na: 
o korpuskulární – částice mají všechny rozměry (výška, šířka, délka) přibližně 
stejně velké, jedná se o izometrické částice 
o laminární – částice mají tvar destiček či lamel, dva rozměry jsou mnohem větší 
než třetí 
o fibrilární – částice mají tvar tyčinek nebo vláken, vždy jeden rozměr 
je mnohem větší než zbývající dva; do této skupiny nejčastěji patří koloidní 
roztoky lineárních polymerů 
 
• podle rozdělení velikosti částic na: 
o monodisperzní (uniformní) – obsahují částice stejných velikostí, nejčastěji 
se vyskytují v analytických disperzích 
o polydisperzní (neuniformní) – obsahují částice různých velikostí 
 
• podle způsobu vzniku a stálosti na: 
o lyofilní koloidy – vznikají samovolným rozpouštěním disperzních částic 
v disperzním prostředí, obvykle dochází ke zvětšení objemu disperzní částice, 
tj. botnání. Lyofilní koloidy jsou za daných podmínek (teplota, tlak, 
koncentrace) stálé. Změnou termodynamických podmínek dochází k rozpadu 
disperzní soustavy, tento proces je vratný a nazývá se koagulace. 
 vysokomolekulární lyofilní koloidy – vznikají rozpuštěním 
makromolekul nejčastěji lineárních polymerů neelektrolytů 
ve vhodném rozpouštědle 
 micelární lyofilní koloidy – vznikají z pravých roztoků zvyšováním 
koncentrace disperzních částic, což vede k postupnému shlukování 
malých molekul do tzv. micel 
o lyofobní koloidy – se vyznačují velmi malou rozpustností disperzních částic 
v disperzním prostředí, proto tvoří typické heterogenní disperze. Vznikají buď 
mechanickým rozptýlením (míchání, ultrazvuk) nebo chemicky (srážení 
vhodným činidlem). Lyofobní koloidy je nutné stabilizovat, jinak by došlo 
ke shluknutí do větších micel a následné sedimentaci [20], [21]. 
 
2.3.1 Tepelný pohyb disperzních částic 
 
Částice v koloidních a mikroheterogenních soustavách se pohybují díky nepravidelným 
nárazům molekul disperzního prostředí. Částice se důsledkem různého počtu nárazů 
z různých stran pohybují různými směry. Částice s velikostí okolo 4 µm vykonávají pouze 
vibrace kolem nějakého centra, protože dochází ke kompenzaci nárazů. Částice, které mají 
průměr větší než 4 µm, už prakticky nevykonávají tepelný pohyb. Tepelný pohyb u částic 
koloidních a mikroheterogenních soustav se nazývá Brownův pohyb. Mezi tepelným 
pohybem koloidních částic a molekul v pravém roztoku není zásadní rozdíl. Koloidní roztoky, 
na rozdíl od pravých roztoků, jsou schopny rozptylovat světlo, které jimi prochází. Tomuto 
jevu se říká Tyndalův efekt [22], [21]. 
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2.4 Asociativní (micelární) koloidy 
 
Tyto soustavy se klasifikují jako lyofilní, i když v některých směrech se chovají jako 
dvoufázové systémy. Některé nízkomolekulární látky vratnou asociací z pravých roztoků 
vytvářejí koloidně disperzní částice neboli micely. Na rozdíl od lyofobních micel jsou tyto 
systémy termodynamicky stabilní a lze pro ně do určité míry použít termodynamiku pravých 
roztoků [22]. 
 
2.4.1 Struktura micelárních koloidů 
 
Amfifilní molekuly mají zvláštní strukturu, která umožňuje vytváření micel. Tato struktura 
je zvláštní tím, že obsahuje jak skupiny, které mají velkou afinitu k danému rozpouštědlu, tak 
skupiny, které jsou v daném prostředí prakticky nerozpustné. Většinou se jedná o povrchově 
aktivní látky rozpustné ve vodě, jejichž struktura obsahuje silně hydrofilní polární skupinu. 
Aby mohlo dojít k asociaci za vzniku koloidní disperze, musí mít povrchově aktivní látka 
dostatečně dlouhý uhlovodíkový řetězec [22]. 
 
Obr. 3:  Struktura molekuly tenzidu 
 
Koloidní povrchově aktivní látky rozdělujeme podle schopnosti disociovat ve vodném 
roztoku na ionogenní a neionogenní, ionogenní se dále dělí na aniontové, kationtové 
a amfoterní. Aniontové povrchově aktivní látky disociují za vzniku povrchově aktivních 
aniontů, přičemž do této skupiny patří alkalické soli vyšších mastných kyselin nebo soli 
alkylsulfonových kyselin. U kationtových povrchově aktivních látek dochází při disociaci 
k vytvoření povrchově aktivního kationtu. Do této skupiny patří soli čtyřsytných amonných 
bází nebo pyridinové sloučeniny substituované na atomu dusíku. Amfoterní micelární koloidy 
mohou vytvářet povrchově aktivní aniont i kationt, vždy záleží na pH roztoku. Neionogenní 
povrchově aktivní látky nejsou schopné disociace. Tyto povrchově aktivní látky jsou složené 
z dlouhého uhlovodíkového řetězce, který na konci obsahuje polární, ale neionogenní 
skupiny, které zajišťují jeho rozpustnost ve vodě. Do této skupiny se řadí sloučeniny, které 
vznikají při reakci jedné molekuly vysokomolekulárního alkoholu s několika molekulami 
ethylenoxidu. Oxyethylenové povrchově aktivní látky jsou dobře rozpustné v tvrdé vodě, 
protože netvoří soli [22]. 
hydrofilní 
hlava 
hydrofobní 
konec 
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2.4.2 Kritická micelární koncentrace 
 
Kritická micelární koncentrace je nejvyšší koncentrace povrchově aktivních látek, při níž se 
povrchově aktivní látky v roztoku vyskytují v molekulové formě. Nad touto koncentrací 
dochází ke vzniku koloidních micel. Pod touto koncentrací tvoří povrchově aktivní látky 
pravé roztoky. Hodnota kritické micelární koncentrace se pohybuje v rozmezí 10−5–
10−3 mol·dm−3. Při kritické micelární koncentraci dochází ke zlomu na křivkách 
koncentračních závislostí různých fyzikálně-chemických vlastností [22]. 
 
 
Obr. 4: Existence jednotlivých fází povrchově aktivních látek v roztoku v závislosti na 
koncentraci [23] 
 
Molekuly povrchově aktivní látky ve vodném roztoku tvoří agregáty tak, že hydrofilní části 
uhlovodíkových řetězců směřují do roztoku. Hydrofobní část molekuly povrchově aktivní 
látky směřuje do středu micely, a tím se dosáhne minimálního kontaktu hydrofobní části 
s vodou. Naopak v jiném než vodném prostředí vznikají tzv. obrácené micely. Jádro obrácené 
micely je tvořeno polární částí molekuly povrchově aktivní látky a hydrofobní uhlovodíkové 
řetězce směřují do nepolárního prostředí [22]. 
 
 
Obr. 5: Shéma micely (vlevo) a obrácené micely (vpravo) [24] 
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2.5 Nanočástice 
 
Nanočásticemi nazýváme všechny objekty různých tvarů a chemického složení, jejichž 
alespoň jeden rozměr je menší než 100 nm. Rozlišují se dvě základní skupiny nanočástic – 
nanomateriály a nanočástice. Nanomateriály jsou úmyslně vyráběné pro konkrétní aplikace, 
nanočástice vznikají jako vedlejší produkt při spalování nebo při různých fyzikálních nebo 
chemických procesech. Nanočástice mohou také vznikat v důsledku přirozených přírodních 
procesů. Nanočástice mohou díky své velikosti snadno pronikat do lidského organismu. 
Pronikají do řady tkání, včetně mozku a někdy mohou také pronikat buněčnou membránou. 
Této vlastnosti můžeme využít například v biomedicíně nebo farmakologii. Na druhou stranu 
musíme ale počítat s toxickými riziky, jako je oxidační poškození biologicky důležitých 
molekul (DNA, RNA, proteinů nebo lipidů) [25]. 
 
2.5.1 Historie nanočástic 
 
První nanočástice byly objeveny přibližně v pátém nebo čtvrtém století před naším 
letopočtem v Egyptě a Číně. V této době došlo k objevení rozpustného zlata, které bylo 
využíváno jak pro estetické, tak pro léčebné účely. Rozpustné zlato se používalo 
např. k barvení keramiky nebo k výrobě rubínového skla, v lékařství bylo využíváno k léčení 
srdečních a sexuálních problémů, úplavice, epilepsie a nádorů a také pro diagnózu syfilis. 
Ze čtvrtého století našeho letopočtu pocházejí tzv. Lykurgovy poháry. Tyto poháry jsou 
zajímavé tím, že při pozorování při denním světle se jeví jako zelené, ale pokud umístíme 
zdroj světla nad poháry, pak se jeví jako červené. Tento úkaz je způsobený malým obsahem 
nanokrystalů zlata a stříbra ve skle, ze kterého byly tyto poháry vyrobeny. Na začátku druhé 
poloviny devatenáctého století připravil Faraday koloidní zlato. Koloidní zlato získal redukcí 
vodného roztoku tetrachlorozlatitanu. K největšímu rozkvětu nanočástic a nanotechnologií 
došlo koncem dvacátého století [26]. 
 
2.5.2 Využití nanočástic 
 
Dnešní svět je obklopen nanočásticemi. Používají se například při výrobě kosmetiky, 
sportovních potřeb, ve stavebnictví, ale také v potravinářství. V potravinářství se 
v čokoládách nebo v kečupech vyskytují zvláčňovadla, což jsou nanočástice oxidu 
titaničitého. Nanočástice oxidu titaničitého se také přidávají do omítek, kde by měly rozkládat 
některé znečišťující látky z ovzduší. Nanočástice stříbra mají antibakteriální účinek, čehož 
se využívá např. při eliminací bakterií, které způsobují zápach prádla [25] a při výrobě 
potravinových obalů [27]. Ve sportovním odvětví se používají nejčastěji uhlíkové nanotrubky 
do rámů jízdních kol a tenisových raket, čímž snižují jejich hmotnost a zvyšují pevnost. 
V medicíně se nanočástice používají při léčbě rakoviny a v tkáňovém inženýrství [27]. 
Léčba rakoviny pomocí nanočástic spočívá v tom, že se léčivo uzavře do nanočástice. 
Pomocí této metody výzkumníci zmenšili nádor u myší i za použití nižší dávky léčiva, čímž 
zároveň snížili škodlivé vedlejší účinky. Kvůli vedlejším škodlivým účinkům se musí 
omezovat dávka léčiva, což má za následek, že se léčivo v krvi vyskytuje krátkou dobu. 
Na rozdíl od přímého podávání chemoterapeutik mají nanočástice výhodu v tom, že mohou 
nést molekulu léčiva a zároveň být cíleny na určité buňky [28]. 
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2.5.3 Nebezpečnost nanočástic 
 
Toxické účinky nanočástic se mohou projevovat při dlouhodobé expozici [25]. Nanočástice 
mají větší specifický povrch na rozdíl od mikroskopických a makroskopických materiálů 
stejného složení, proto mají i větší reaktivitu oproti těmto materiálům. Nanočástice mohou 
díky své velikosti i s biologickými systémy reagovat zcela nepředvídatelným způsobem, toho 
lze na jedné straně využít pro léčebné účely. V medicíně se nanočásticové systémy využívají 
pro cílenou distribuci léčiv, kdy dochází k uvolňování léčiva. Na druhou stranu výroba 
nanočástic nebo i nechtěný výskyt nanočástic v aerosolech může mít negativní dopad 
na životní prostředí, ale také přímo na život člověka. V posledních letech se zvyšuje výroba 
nanočástic, především oxidových (např. SiO2, TiO2, oxidy železa) a nových uhlíkových 
materiálů, jako jsou nonatrubky a fullereny. V atmosférickém aerosolu se kromě uhlíkových 
nanočástic vyskytují také kovy, oxidy, chloridy, dusičnany a siřičitany v nanometrické 
velikosti. V dnešní době jsou známá pouze bezpečnostní rizika pro zdraví člověka vyplývající 
čistě z velikosti a tvaru částic. Tyto znalosti vyplývají ze zkušenosti pracovníků silikátového 
průmyslu a azbestového průmyslu (rakovina plic způsobená vláknitým tvarem částic a jejich 
korozní odolností v těle). Bohužel dodnes chybí základní znalost ohledně toxicity a jiné 
škodlivosti nanočástic [29]. 
 
2.5.4 Příprava nanočástic 
 
Nanočástice můžeme připravovat mnoha různými postupy. Vždy záleží na tom, jaký druh 
nanočástic připravujeme.  
 
• Příprava nanočástic v roztocích reverzních micel 
o Touto metodou se připravují kovové nanočástice. Pro přípravu se používají 
dva roztoky reverzních micel. V prvním roztoku je v jádře reverzních micel 
vodný roztok soli kovu a ve druhém roztoku je v jádře reverzních micel vodný 
roztok redukčního činidla. Po smíchání těchto dvou roztoků dochází 
ke srážkám micel, a tím i k výměně jejich obsahu. V micelách dochází 
k redukci kovu a růstu nanočástic. Velikosti nanočástic lze ovlivnit velikostí 
micely. Velikost micely je dána poměrem koncentrací vody obsažené v micele 
a koncentrací povrchově aktivní látky. Čím větší tento poměr je, tím větší 
micela vzniká [30]. 
 
• Nanosrážecí metoda 
o Pro syntézu nanokapsulí potřebujeme jak rozpustnou, tak nerozpustnou fázi. 
Rozpustná fáze je tvořena rozpouštědlem nebo směsí rozpouštědel 
(např. ethanol, aceton, hexan nebo methylenchlorid), filmotvornou substancí 
např. syntetickým, polysyntetickým nebo přírodním polymerem, účinnou 
látkou a aktivní látkou rozpouštědla. Nerozpustná fáze je tvořena rozpouštědly 
nebo směsí rozpouštědel, které nerozpouští filmotvornou substanci a obsahuje 
ještě jednu nebo více syntetických či přírodních povrchově aktivních látek. 
Ve většině případů rozpustnou fázi tvoří organické médium a nerozpustnou 
fázi tvoří voda, proto se také rozpustná a nerozpustná fáze může nazývat jako 
organická a vodná. Nanokapsule se získávají ve formě koloidní suspenze 
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a to tak, že se organická fáze pomalu a za stálého míchání přidává k fázi 
vodné. Při této přípravě nanokapsulí zaleží na rychlosti míchání, na samotné 
rychlosti přidávání organické fáze k vodné a na koncentraci jednotlivých 
fází [31]. 
 
• Emulzně-difúzní metoda 
o Příprava nanokapsulí emulzně-difúzní metodou umožňuje získat jak hydrofilní, 
tak lipofilní aktivní látku nanokapsule. Pokud chceme získat nanokapsule 
s lipofilní aktivní látkou, pak organická fáze obsahuje polymer, aktivní látku, 
olej a organické rozpouštědlo, které je částečně mísitelné s vodou. Vodná fáze 
obsahuje disperzi solubilizačního činidla. Vlastní příprava nanokapsulí probíhá 
tak, že organická fáze ve vodné fázi vytvoří za stálého míchání emulzi a pak 
následné přidání vody způsobí difúzi rozpouštědla do vnější fáze. Velikost 
nanokapsulí je možné ovlivnit délkou emulzifikačního procesu, chemickým 
složením organické fáze nebo koncentrací polymeru [31]. 
 
• Dvojitá emulzifikační metoda 
o Dvojitá emulgace se dělí na dvě hlavní skupiny. První skupinu tvoří emulze 
voda-olej-voda a druhou skupinu tvoří emulze olej-voda-olej. Znamená 
to tedy, že disperzní fáze je sama sobě emulzí a vnitřní disperzní kapka 
je separována z vnější vodné fáze jako jedna vrstva fáze. Dvojitá emulgace 
probíhá většinou ve dvou emulzifikačních krocích a používají se dvě 
rozpouštědla – hydrofobní, které stabilizuje rozhraní voda/olej vnější fáze 
a hydrofilní, které stabilizuje vnější rozhraní olejových kapiček pro 
voda-olej-voda emulzi. Princip vytváření dvojité emulze typu voda-olej-voda 
je podobný principu jak nanosrážení, tak emulzně-difúzní metody. Z tohoto 
důvodu je v základní emulzi voda v oleji, olej vyměněn za organickou fázi 
obsahující rozpouštědlo, které je úplně nebo částečně mísitelné s vodou, 
filmotvornou emulzi a voda/olej detergent. Poté se do systému přidá voda 
obsahující stabilizační činidlo, a tím dojde k vytvoření emulze 
voda-olej-voda [31]. 
 
2.6 Optické vlastnosti koloidních soustav 
 
Optické vlastnosti koloidních soustav závisí na fyzikálních vlastnostech koloidních částic. 
Fyzikální vlastnosti koloidních částic, které ovlivňují optické vlastnosti celé koloidní 
soustavy, jsou velikost, elektrická vodivost a absorpce světla látkou tvořící disperzní fázi. 
Nejvíce informací však získáme z rozptylu a absorpce světla [32]. 
Intenzita světelných paprsků se při průchodu hmotou snižuje, protože dochází k pravé 
absorpci nebo rozptylu světla. Pravá absorpce znamená, že pohlcené záření zvýší vnitřní 
energii molekul systému a přemění se v teplo. Intenzita procházejícího záření je dána 
Lambert-Beerovým zákonem, z kterého vyplývá, že intenzita prošlého světla je závislá 
na koncentraci absorbující složky a na tloušťce vrstvy [5]. 
Při rozptylu světla na částicích systému je záření emitováno ve formě světelné energie 
a snížení intenzity dopadajícího světla při průchodu vrstvou o tloušťce x je dáno vztahem: 
xeII ⋅−⋅= τ0 , (1) 
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kde τ je turbidita. Tento vztah platí za předpokladu, že dochází pouze k rozptylu světla, nikoli 
k jeho absorpci [5]. 
 
2.6.1 Rozptyl světla 
 
Rozptyl světla je jev, který kromě odrazu světla zahrnuje také lom, ohyb a interferenci 
světla. K rozptylu světla dochází na hrubých i koloidních disperzí. Hrubé disperze mají 
částice velké oproti vlnové délce světla, proto k rozptylu světla dochází v případech, kdy 
index lomu disperzního prostředí je jiný než index lomu disperzních částic. V těchto 
případech se světelné paprsky buď odráží, nebo lámou na povrchu částic pod určitými úhly. 
Z toho důvodu jsou hrubodisperzní soustavy zakaleny. Tento jev pozorujeme v libovolných 
směrech, dokonce i v tenkých vrstvách. V koloidních disperzích se vyskytují částice, které 
mají velikost částic srovnatelnou nebo menší než je vlnová délka světla. V těchto systémech 
se uplatňuje odraz a ohyb světla na malých částicích. Čím menší částice je, tím více 
se uplatňuje ohyb oproti odrazu. Koloidní disperze mají většinou nižší intenzitu rozptýleného 
záření, což se v tenkých vrstvách projevuje tak, že se zdají být čiré. Tlusté vrstvy koloidních 
disperzí a koloidní disperze pozorované z boku oproti černému pozadí vytvářejí jemný zákal 
neboli opalescenci [5]. 
V roce 1871 vypracoval Lord Rayleigh (vlastním jménem John William Strutt [33]) 
klasickou teorii rozptylu světla. Podle této teorie dochází k polarizaci částeček prostředí. 
Polarizace je vyvolaná světlem (elektromagnetickým vlněním), které prochází hmotným 
prostředím [5]. Rayleigh jako první nabídl vysvětlení, proč je nebe modré i za bílého dne. 
To že je obloha zbarvena domodra je způsobeno tím, že světlo kratší vlnové délky (modrá, 
400 nm) je rozptylováno více než světlo delší vlnové délky (červená, 750 nm). Červánky, 
které můžeme pozorovat při východu nebo západu Slunce, jsou způsobené odfiltrováním 
krátkovlnné oblasti barevného spektra při delším průchodu atmosférou [34].  
Rozptyl světla rozdělujeme na elastický a dynamický. Fyzikální postatou elastického 
rozptylu světla je snížení intenzity primárního paprsku vlivem odrazu, lomu nebo interference 
světla na malých částicích. Při tomto procesu nedochází k absorpci, ale část záření se může 
odrážet do strany. Elastický rozptyl světla můžeme stanovit buď turbidimetricky, kdy se měří 
intenzita rozptýleného paprsku ve směru primárního paprsku a nebo nefelometricky, kdy 
se měří intenzita rozptýleného paprsku při úhlu 90°. 
 
2.6.2 Dynamický rozptyl světla 
 
Metoda dynamického rozptylu světla (DLS) je také známa pod názvem fotonová korelační 
spektroskopie (PCS) [7], [35] nebo kvazielastický rozptyl světla [7]. 
Tato metoda je založena na principu měření intenzity světla rozptýleného molekulami 
ve vzorku v průběhu času. Při dopadu světla na molekulu se část dopadajícího světla rozptýlí. 
Molekuly v roztoku difundují Brownovým pohybem vzhledem k detektoru, z tohoto důvodu 
existuje interference, která způsobuje změnu intenzity. Platí tedy, že čím rychleji se molekuly 
pochybují, tím rychleji se mění intenzita rozptýleného záření. Rychlost změny intenzity 
rozptýleného záření přímo závisí na pohybu molekuly. Pohyb neboli difúzi molekuly 
ovlivňuje teplota, viskozita rozpouštědla a velikost molekuly. Molekuly se pohybují rychleji 
při vyšší teplotě, nižší viskozitě rozpouštědla a menší velikosti samotné molekuly, naopak 
pomaleji se pohybují při nižší teplotě, vyšší viskozitě rozpouštědla a větší velikosti molekuly. 
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Pokud jsou teplota a rozpouštědlo konstantní, pak je změna intenzity rozptýleného světla 
přímo úměrná velikosti molekuly. Tato veličina se nazývá hydrodynamický poloměr. Pokud 
by se molekuly v roztoku chovaly stacionárně, pak by množství rozptýleného světla bylo 
konstantní [7]. 
Velikosti částic naměřené pomocí dynamického rozptylu světla jsou ve schodě s velikostí 
částic naměřených pomocí elektronových mikroskopů. Mohou nastat určité rozdíly 
naměřených velikostí částic, tyto rozdíly mohou být způsobeny rozdílem mezi 
hydrodynamickým poloměrem a skutečným poloměrem. Hydrodynamický poloměr může 
zahrnovat solvatační obal nebo naadsorbovanou vrstvu na povrchu částic. V polydisperzních 
systémech se pohybují částice více velikostí, pak výsledná korelační funkce je složitější než 
u systému monodisperzních. Měřící rozsah dnešních přístrojů pracujících na principu 
dynamického rozptylu světla je od 0,5 nm do 3 µm, maximální mez přístroje je dána 
Brownovým pohybem, protože větší částice mu nepodléhají [35]. 
Měření velikosti částic je možné provádět pomocí přístrojů řady Zetasizer Nano. Tyto 
přístroje fungují na principu dynamického rozptylu světla. Při určování velikosti částic 
se měří Brownův pohyb, který je uváděn do vztahu s velikostí částic, což se provádí 
osvětlením částic laserem a analyzováním fluktuací intenzity v rozptýleném světle [3]. 
 
2.6.2.1 Fluktuace intenzity rozptylu 
 
Malé částice osvětlené zdrojem světla (např. laserem) rozptylují světlo ve všech směrech. 
Pokud bychom měli tisíce nehybných částic, na které bychom svítili zdrojem světla, 
a do jejich blízkosti bychom umístili obrazovku, byla by tato obrazovka osvětlována 
rozptýleným zářením. Na této obrazovce bychom mohli následně pozorovat světlé a tmavé 
skvrny. Světlé oblasti by se vyskytovaly tam, kde by světlo rozptýlené částicemi dorazilo 
na obrazovku se stejnou fází. Tmavé oblasti by se vyskytovaly tam, kde by byly fázové 
příspěvky vzájemně destruktivní a navzájem by se vyrušily. V tomto případě by byla velikost 
i poloha skvrn nehybná [34]. 
 
 
Obr. 6: Rozptýlené světlo dopadající na detektor [3] 
 
V reálných kapalinách se částice neustále pohybují, což je způsobeno Brownovým 
pohybem. Důležitým rysem Brownova pohybu pro dynamický rozptyl světla (DLS) je to, 
že malé částice se pohybují rychleji, kdežto velké se pohybují pomaleji. Stokes-Einsteinova 
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rovnice definuje vztah mezi velikostí částice a její rychlostí v důsledku Brownova pohybu. 
Protože se částice neustále pohybují, může se nám zdát, že obraz světlých a tmavých skvrn 
se také pohybuje. To je způsobeno konstruktivním a destruktivním fázovým přírůstkem 
rozptýleného světla, které způsobí přibývání a ubývání intenzity světlých a tmavých skvrn –
 fluktuace intenzity. Systém Zetasizer Nano měří fluktuaci intenzity a tu pak dává do vztahu 
s velikostí částic [3]. 
 
2.6.2.2 Měření velikosti částic 
 
Přístroj na měření velikosti částic obsahuje šest hlavních komponent – laser (1), celu (2), 
detektor (3), zeslabovač (4), korelátor (5) a počítač (6). 
 
 
Obr. 7: Schéma přístroje Zetasizer Nano ZS [3] 
 
Laser se používá jako zdroj světla pro ozáření vzorku uvnitř cely. Většina paprsku světla 
projde vzorkem nezměněna, jen malá část je rozptýlena částicemi uvnitř vzorku. Částice 
rozptylují světlo ve všech směrech, proto je teoreticky možné umístit detektor do jakékoli 
polohy a stále bude měřit intenzitu rozptýleného světla. V přístrojích Zetasizer Nano 
je detektor umístěn buď v úhlu 173° nebo 90°. Aby detektor mohl intenzitu rozptýleného 
světla změřit, musí být v určitém rozsahu hodnot. Příliš mnoho světla způsobí přetížení 
detektoru. Zeslabovač způsobí snížení intenzity laserového paprsku, a tím dojde i ke snížení 
intenzity rozptýleného světla. Toho se využívá u velmi koncentrovaných vzorků nebo 
při měření velkých částic. Zeslabovač může fungovat i obráceně, tedy že propustí více 
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laserového světla, pokud je to nutné. Více laserového světla je potřeba při měření velmi 
malých velikostí částic nebo vzorků o nízké koncentraci, tedy vzorků, které rozptylují málo 
světla. V korelátoru se srovnává intenzita rozptylu několika po sobě jdoucích časových 
intervalů, z čehož se následně odvodí rychlost, kterou se intenzita mění. V počítači 
se analyzují data z korelátoru, ze kterých se odvodí informace o velikosti [3]. 
 
2.6.2.3 Detekční optika 173° – detekce zpětného rozptylu 
 
Detekce zpětného rozptylu znamená, že přístroje  Zetasizer Nano ZS měří informace 
o rozptýleném záření v blízkosti 180°.  
 
 
Obr. 8: Schéma měření zpětného rozptylu [3] 
 
Měření zpětného rozptylu má několik výhod. Asi největší výhodou je, že světelný paprsek 
nemusí procházet celým vzorkem. Světelný paprsek při měření zpětného rozptylu prochází 
kratší optickou dráhou, a proto je možné měřit vzorky o vyšší koncentraci. Dále se při těchto 
měřeních eliminuje výskyt mnohonásobného rozptylu světla, což znamená, že rozptýlené 
světlo na jedné částici je rozptylováno i na dalších částicích. Díky snížení výskytu 
mnohonásobného rozptylu můžeme měřit koncentrovanější vzorky. Měřením zpětného 
rozptylu je možné snížit efekt prachu neboli kontaminujících látek v dispergovadle. Částečky 
prachu jsou oproti částicím ve vzorku mnohem větší a velké částice rozptylují světlo většinou 
dopředu [3]. 
Většího rozsahu koncentrací vzorku se může dosáhnout také použitím pohyblivé čočky. 
Pro vzorky o nízké koncentraci nebo pro vzorky, které obsahují malé částice je výhodnější 
větší množství rozptylu ve vzorku, měřící bod je více u středu. Pro velké částice nebo pro více 
koncentrované vzorky je naopak výhodnější mít měřící bod blíže ke stěně cely, čímž se sníží 
efekt mnohonásobného rozptylu [3]. 
 
2.7 Elektrické vlastnosti koloidních soustav 
 
Přítomnost částic disperzního prostředí a široce rozvinutého fázového rozhraní 
v disperzních soustavách způsobuje zvláštní ráz jejich elektrických vlastností a především 
dochází ke vzniku tzv. elektrokinetických jevů. Stejně jako se kolem malého jednoduchého 
iontu vytváří iontová atmosféra protiiontů, tak se i kolem nabité koloidní částice seskupují 
ionty opačného znaménka, což vede k tomu, že na povrchu této částice vznikají dvě nabité 
vrstvy, tzv. elektrická dvojvrstva. Elektrickou dvojvrstvu můžeme rozdělit na dvě základní 
části. Část kompaktní, která je blíže k povrchu a kde působí adsorpční síly a na vzdálenější 
difúzní část, ve které se adsorpční síly mohou zanedbat. Mezi povrchem koloidních částic 
a roztokem existuje potenciálový rozdíl, který můžeme rozlišit na dva druhy. Prvním druhem 
je elektrochemický potenciál a druhým druhem je elektrokinetický potenciál neboli 
zeta potenciál. Hodnota elektrochemického potenciálu je dána celkovým potenciálovým 
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rozdílem mezi povrchem částice a objemem kapaliny. Hodnota elektrokinetického potenciálu 
je dána potenciálovým rozdílem mezi objemem kapaliny a tenkou vrstvou protiiontů 
poutanou k povrchu částice, tedy potenciálovým rozdílem na rozhraní kompaktní a difúzní 
části elektrické dvojvrstvy. Stabilita koloidních systémů je charakterizována a zároveň 
ovlivňována nábojem elektrické dvojvrstvy. Zeta potenciál, který odpovídá náboji difúzní 
části dvojvrstvy, je právě mírou tohoto náboje [32]. 
 
Obr. 9: Elektrická dvojvrstva koloidních částic[36] 
 
Obvykle se za stabilní koloidní systém považuje systém, jehož hodnota zeta potenciálu 
je v případě záporně nabitých systémů menší než −30 mV a v případě kladně nabitých 
systémů větší jak +30 mV. 
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
 
Dobrý přehled o problematice poznatků přípravy nanočástic publikovali Mora-Huertas, 
Fessi a Elaissari [31]. Nanokapsule je pórovitý systém, ve kterém je léčivo uzavřeno v dutině, 
skládající se z vnitřního kapalného jádra obklopeného polymerní membránou. Účinná látka 
v dutině může být kapalná, pevná nebo se může jednat o molekulární disperzi. Existuje šest 
základních metod přípravy nanokapsulí: nanosrážecí metoda, emulzně-difúzní metoda, 
metoda dvojité emulzifikace, emulzně-koacervační metoda, metoda polymerního obalení 
a metoda vrstva od vrstvy. Pro přípravu nanokapsulí se jako nejvhodnější metoda jeví 
nanosrážení. Nanosrážecí metoda je založena na principu rozpouštědlové (organické) 
a nerozpouštědlové (vodné) fáze. Při přípravě nanokapsulí se organická fáze pomalu 
a za mírného míchání přidává do fáze vodné, takto získané nanokapsule jsou ve formě 
koloidní suspenze. 
Oyarzun-Ampuero a kol. se zabývali přípravou nanočástic z hyaluronanu [2]. Tyto 
nanočástice připravovali tak, že za laboratorní teploty smíchali vodný roztok hyaluronanu 
a polyargininu v poměru jedna ku jedné (4,5 ml HyA : 4,5 ml PArg). Roztok následně 
převedli do Eppendorfovi zkumavky, k 1 ml roztoku přidali 20 µl glycerolu a na takto 
upravený roztok působili po dobu 30 minut odstředivou silou 16000g. Supernatant byl 
odstraněn a nanočástice byly intenzivním třepáním promíchány ve vodě. Předpokládají, 
že nanočástice jsou tvořeny elektrostatickými interakcemi mezi kladně nabitými amino 
skupinami polyargininu a záporně nabitými karboxylovými skupinami hyaluronanu. Ve svých 
měřeních zjistili, že pokud je poměr nábojů mezi hyaluronanem a polyargininem menší 
než 0,975 pak nanočástice mají kladný zeta potenciál, což je způsobeno nadbytkem 
polyargininu. V opačném případě, tedy pokud je poměr nábojů hyaluronanu a polyargininu 
větší než 0,975, je zeta potenciál záporný, což je způsobené nadbytkem hyaluronanu 
v systému. 
Park a kol. se zabývali syntézou polymerního nanogelu, který použili na detekci 
rakovinných buněk [37]. Tento polymerní nanogel se skládal z kyseliny hyaluronové cílené 
receptorem CD44, pH citlivým poly(β-amino esterem) a v blízké infračervené (NIR) oblasti 
fluorescenční indocyaninovou zelení. NIR sonda mimo nádorovou buňku nevykazovala 
fluorescenci. Po internalizaci (přesunu molekuly z vnějšího povrchu buňky do jejího nitra, 
např. může jít i o receptor s následnou změnou citlivosti buňky [38]) receptorem CD44 
zprostředkovaným endocytózou, sondy nahromaděné v pozdním endozomu nebo lysozomu, 
byly kyselým pH solubilizovány poly(β-amino esterem) a způsobily přímé oddělení 
od polymerního nanogelu. Během endosomální změny došlo k uvolnění indocyaninové zeleně 
z jejího zhášecího stavu, což způsobilo vyvolání silné NIR fluorescence. Tyto nanogely 
vytváří vysoce nádorově specifický NIR signál s nízkou hodnotou šumu. 
Bicudo a Santana se zabývali vlivem acetonu, ethanolu a isopropylalkoholu na syntézu 
a fyzikálně-chemické vlastnosti nanočástic kyseliny hyaluronové [17]. Syntézu nanočástic 
hyaluronanu prováděli nanosrážením a následným chemickým síťováním. Samotný proces 
syntézy prováděli ve skleněném reaktoru se zabudovaným mechanickým míchadlem. Teplota 
v reaktoru byla udržována na 21 °C cirkulující vodou. K jednoprocentnímu roztoku sodné soli 
hyaluronanu byla přidána první část organického rozpouštědla. Po dvou hodinách míchání 
byly do reaktoru přidány 2 ml vody, ve které byl rozpuštěn carbodiimid chlorid a hydrazid 
kyseliny adipové a směs byla míchána dalších 24 hodin. Poté byla do reaktoru přidána druhá 
část organického rozpouštědla a směs byla míchána dalších 24 hodin. Nakonec byly 
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syntetizované částice ultrafiltrovány 10 kDa millipórovou membránou. Touto metodou se jim 
podařilo připravit elektrostaticky stabilní nanočástice. Nanočástice získané pomocí acetonu 
měly nejmenší velikost a polydisperzitu. 
Maroda a kol. se zabývali přípravou a charakterizací nanočástic hyaluronanu [11]. 
Nanočástice byly získány kovalentním síťováním karboxylových skupin hyaluronanu 
s 2,2´(ethylendioxy)bis(ethylenaminem) v přítomnosti ve vodě rozpustného karbodiimidu. 
Při svém bádání zjistili, že ve vodě připravené nanosystémy byly stabilní, transparentní nebo 
mírně opalescenční. Dále zjistili, že hydrodynamickou velikost síťovaných nanočástic 
hyaluronanu lze ovládat pomocí změny reakčních podmínek, jako je koncentrace 
hyaluronanu, poměr síťovacích činidel a konečné pH směsi. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
4.1 Požité chemikálie 
 
4.1.1 Polyelektrolyty 
• Hyaluronan sodný  
 Mw = 106 kDa Contipro Group s.r.o. šarže 190707-E1 
 Mw = 1,39 MDa Contipro Group s.r.o. šarže 050206-D1 
 Mw = 137 kDa Contipro Group s.r.o. šarže 211-234 
 CAS # 9004-61-9 
 
4.1.2 Další použité chemikálie 
• Poly-L-argininhydrochlorid 
Mw = 5–15 kDa SIGMA-ALDRICH šarže 055K51082 
CAS # 2698-20-7 
 
Obr. 10: Strukturní vzorec polyargininu [39] 
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• Hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB) 
Mw = 364,46 g·mol−1 SIGMA-ALDRICH šarže 200-311-3 
CAS # 57-09-0 
 
Obr. 11: Strukturní vzorec CTAB [40] 
 
• Chlorid sodný, p.a. (NaCl)  
 Mw = 58,433 g·mol−1 Lach-Ner s.r.o. šarže 231-598-3  
 CAS # 7647-14-5 
 
• Glycerol 
Mw = 92,093 g·mol−1 SIGMA-ALDRICH šarže 06198CJ 
CAS # 56-81-5 
 
• Superčistá voda, vyráběná přístrojem PURELAB FLEX, hodnota organicky vázaného 
uhlíku se pohybuje v hodnotách 3–4 ppb  
 
4.2 Příprava zásobních roztoků 
 
4.2.1 Zásobní roztok HyA 
 
Na analytických vahách bylo naváženo potřebné množství nativního hyaluronanu. Toto 
množství bylo rozpuštěno asi ve ¾ požadovaného objemu deionizované vody nebo 
0,15 M roztoku NaCl. Po dokonalém rozpuštění hyaluronanu byl přesný objem upraven 
pomocí odměrných baněk do požadovaného objemu (10, 25, 50 nebo 100 ml). Kvůli 
dokonalému rozpuštění musel být hyaluronan míchán po dobu alespoň 12 hodin.  
Nejdříve byly připraveny zásobní roztoky HyA o koncentraci 0,01, 0,1 a 1 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 106 kDa a 1,39 MDa pro experimentální část týkající se zkoumání 
vlivu rozpouštědla a filtrace na velikost částic samotného hyaluronanu.  
Dále byl připraven zásobní roztok HyA o koncentraci 3 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
137 kDa. Tento roztok byl připraven rozpuštěním potřebného množství hyaluronanu 
v deionizované vodě. Z tohoto zásobního roztoku byly ředěním připraveny roztoky HyA 
o koncentraci 0,44; 1,67 a 2,67 g·l−1. Tyto roztoky byly použity v experimentální části 
k ověření experimentů publikovaných v literatuře [2]. 
Nakonec byly připraveny zásobní roztoky hyaluronanu o koncentraci 0,44 g·l−1 a 1,67 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa rozpuštěním potřebného množství nativního hyaluronanu 
ve vodě nebo v 0,15 M roztoku NaCl. Tyto roztoky hyaluronanu byly v experimentální části 
použity na přípravu mikro- a nanočástic hyaluronanu v kombinaci s CTAB. 
Všechny zásobní roztoky hyaluronanu byly uchovávány v lednici při teplotě do 5 °C. 
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4.2.2 Zásobní roztok polyargininu 
 
Zásobní roztok polyargininu o koncentraci 0,5 g·l−1 byl připraven rozpuštěním potřebného 
množství polyargininu v deionizované vodě. Nejprve byla navážka rozpuštěna 
ve ¾ výsledného objemu vody a po dokonalém rozpuštění byl výsledný objem upraven 
pomocí 50 ml odměrné baňky. Molekulová hmotnost zásobního roztoku polyargininu 
byla 5–15 kDa. 
Zásobní roztok polyarginu byl uchováván v lednici při teplotě do 5 °C.  
 
4.2.3 Zásobní roztok CTAB 
 
Zásobní roztoky CTAB byly vždy připravené odvážením potřebného množství CTAB 
na analytických vahách a toto množství bylo rozpuštěno asi ve ¾ požadovaného objemu 
deionizované vody nebo 0,15 M roztoku NaCl. Po dokonalém rozpuštění CTAB byl výsledný 
objem upraven pomocí odměrné baňky do požadovaného objemu.  
Zásobní roztok CTAB byl v prostředí vody připraven o koncentraci 10 mM. Z tohoto 
zásobního roztoku byly ředěním vodou připraveny roztoky CTAB o koncentraci 1,5; 1; 
0,7 a 0,5 mM. Zásobní roztok CTAB v prostředí 0,15 M NaCl byl připraven o koncentraci 
5 mM. Z tohoto zásobního roztoku byly ředěním 0,15 M roztokem NaCl připraveny roztoky 
CTAB o koncentraci 0,15; 0,1; 0,07 a 0,05 mM. Roztoky CTAB v prostředí 0,15 M NaCl 
byly připraveny v nižší koncentraci proto, že kritická micelární koncentrace CTAB 
je v roztoku soli asi o řád nižší než ve vodě. Kritická micelární koncentrace CTAB ve vodě 
je 1 mM [41], kdežto v roztoku soli 0,1 mM [42], pro teplotu 25 °C. 
Všechny zásobní roztoky CTAB byly uchovávány při laboratorní teplotě.  
 
4.3 Přehled a příprava experimentů 
 
4.3.1 Chování hyaluronanu v roztoku 
 
Nejdříve bylo nutné zjistit, jak se chová samotný hyaluronan ve vodném prostředí 
z hlediska výsledků měření na přístroji ZetaSizer Nano ZS (viz část 4.4). Jako pokusný model 
byl použit hyaluronan o koncentraci 1 g·l−1 a o dvou různých molekulových hmotnostech 
(106 kDa a 1,39 MDa). Ze zásobního roztoku hyaluronanu bylo každý den po dobu jednoho 
týdne (5 dnů) odebráno po jednom mililitru do tří kyvet. Tyto vzorky pak byly proměřeny 
na přístroji Zetasizer Nano ZS a byla zjištěna hodnota velikosti částic a zeta potenciálu. 
Na základě těchto výsledků byly navrženy další experimenty pro zjištění chování hyaluronanu 
v roztoku.  
Pro další experimenty byly použity tři různé koncentrace hyaluronanu, dvě různé 
molekulové hmotnosti byly zachovány. Jako rozpouštědlo byla použita nejen voda, ale 
i fyziologický roztok (0,15 M roztok NaCl). Protože se v pokusném modelu ukázalo, že 
změna velikosti částic v průběhu týdne není významná, byl upraven interval měření pro 
posouzení závislosti velikosti částic na čase. Pro zjištění změny velikosti částic na čase byly 
vzorky měřeny vždy druhý, pátý a osmý den od namíchání zásobního roztoku. Dále byly tyto 
vzorky podrobeny filtraci přes čtyři různé filtry s velikostí pórů 5; 0,8; 0,4 a 0,2 µm. 
Samozřejmě byl vždy i paralelně měřen nefiltrovaný vzorek. Vzorky po filtraci byly před 
samotným měřením ponechány minimálně půl hodiny v klidu odstát. 
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4.3.2 Příprava mikro- a nanočástic 
 
Nejdříve byly prováděny experimenty založené na postupném přikapávání buď CTAB 
k hyaluronanu, nebo hyaluronanu k CTAB. Pro tyto experimenty byly zvoleny dvě různé 
molekulové hmotnosti (106 kDa a 1,39 MDa) hyaluronanu o jedné koncentraci, a to 1 g·l−1. 
Dále bylo zvoleno pět různých koncentrací CTAB, a to 1; 2; 3; 4 a 5 mM. Sledování změn 
po přidání jednotlivých kapek bylo prováděno okem a vzorky byly foceny. Vzorky pro tyto 
experimenty byly připraveny tak, že se vždy do průhledné nádoby (vialky, kádinky) odměřily 
3 ml roztoku a k tomuto roztoku byl pomocí pipety postupně po jednotlivých kapkách (30 µl) 
přidáván druhý vzorek s opačným nábojem. Pokud byl tedy prováděn experiment přikapávání 
1 mM CTAB k HyA 106 kDa, pak do průhledné nádoby byly odměřeny 3 ml roztoku 
hyaluronanu o molekulové hmotnosti 106 kDa a koncentraci 1 g·l−1 a k tomuto roztoku byl 
postupně přikapáván 1 mM roztok CTAB. 
Dále byly připraveny nanočástice složené z hyaluronanu a polyargininu. Hyaluronan byl 
použit ve třech různých koncentracích 0,44; 1,67 a 2,67 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
137 kDa, polyarginin byl použit o koncentraci 0,5 g·l−1 a molekulové hmotnosti 5–15 kDa. 
Příprava těchto mikro- a nanočástic byla prováděna jednak podle literatury (viz [2]) a jednak 
byla jejich příprava upravena. Příprava podle literatury spočívala ve smíchání roztoku 
hyaluronanu o příslušné koncentraci a roztoku polyargininu za stálého míchání při laboratorní 
teplotě v poměru jednu ku jedné. Z takto připraveného roztoku byl odpipetován 1 ml 
do Eppendorfovy zkumavky, ve které bylo 20 µl glycerolu. Vzorek v Eppendorfově 
zkumavce byl odstřeďován po dobu 30 minut při 16 000g (asi 13 000 otáček za minutu). 
V publikované literatuře z odstředěného roztoku supernatant vylili, k částicím v glycerolovém 
loži přidali 1 ml vody a po intenzivním protřepání změřili velikost částic. V našich 
experimentech byla proměřena jednak velikost částic připravených přesně podle literatury, 
dále byla proměřena velikost částic v odebraném supernatantu. Následně byla proměřena 
velikost částic neodstředěného roztoku hyaluronanu a polyargininu a také byla proměřena 
velikost částic odstředěného roztoku hyaluronanu a polyargininu bez glycerolového lože, 
přičemž byl tento vzorek odebírán ze středu Eppendorfovy zkumavky. 
Dále byly roztoky směsi hyaluronanu a polyargininu podrobeny zkoušce na přídavek NaCl. 
Roztok NaCl byl přidán v takovém množství, aby výsledná koncentrace v roztoku byla 
0,15 M. Vzorky byly připraveny smícháním roztoku hyaluronanu ve třech různých 
koncentrací (0,44; 1,67 a 2,67 g·l−1) a molekulové hmotnosti 137 kDa a roztoku polyargininu 
o koncentraci 0,5 g·l−1 a molekulové hmotnosti 5–15 kDa. U takto připravených vzorků byla 
změřena velikost částic, poté bylo přidáno příslušné množství roztoku NaCl a opět byla 
změřena velikost částic. 
Dále byly mikro- a nanočástice hyaluronanu a polyargininu podrobeny lyofilizaci. Pro 
lyofilizaci byla vybrána jedna koncentrace hyaluronanu, a to 1,67 g·l−1. Pro lyofilizaci byly 
připraveny dva stejné vzorky. Vzorky byly připraveny smícháním roztoku hyaluronanu 
a polyargininu opět v poměru jedna ku jedné. U takto připravených vzorků byla změřena 
velikost částic, následně byly vzorky zmraženy a lyofilizovány. Jeden z lyofilizátů byl 
rozpuštěn v deionizované vodě a druhý byl rozpuštěn v 0,15 M roztoku NaCl. U obou vzorků 
byla opět změřena velikost částic.  
Nakonec byly připraveny mikro- a nanočástice z hyaluronanu a CTAB, tyto experimenty 
byly prováděny ve dvou rozpouštědlech – voda a 0,15M NaCl. Pro přípravu těchto mikro- 
a nanočástic byly použity dvě koncentrace hyaluronanu, a to 0,44 g·l−1 a 1,67 g·l−1 o jedné 
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molekulové hmotnosti 137 kDa. Pro přípravu mikro- a nanočástic ve vodě byly použity 
koncentrace CTAB 0,5; 0,7; 1 a 1,5 mM a v 0,15 M roztoku NaCl byly použity koncentrace 
CTAB 0,05; 0,07; 0,1 a 0,15 mM. Použité koncentrace CTAB se odvíjejí od hodnoty kritické 
micelární koncentrace v daném rozpouštědle. 
Mikro- a nanočástice byly nejdříve vytvořeny smícháním jednotlivých koncentrací CTAB 
s jednotlivými koncentracemi hyaluronanu v příslušných rozpouštědlech v objemovém 
poměru jednu ku jedné. Z takto připravených vzorků byl odebrán 1 ml do Eppendorfovi 
zkumavky a vzorek byl odstřeďován po dobu 30 minut při 16 000g (asi 13 000 otáček 
za minutu). Po odstředění byla změřena velikost částic. Velikost částic byla změřena také 
u neodstředěných vzorků.  
Dále byly mikro- a nanočástice připravovány smícháním různých objemových poměrů 
hyaluronanu o koncentraci 1,67 g·l−1 a molekulové hmotnosti 137 kDa s roztokem CTAB 
o koncentraci 0,7 mM pro vodný roztok a 0,07 mM pro 0,15 M roztok NaCl. Velikost částic 
byla měřena jak u neodstředěných, tak odstředěných vzorků. Podmínky odstřeďování byly 
stejné jako v předchozím případě přípravy mikro- a nanočástic složených z hyaluronanu 
a CTAB.  
Nakonec byly mikro- a nanočástice hyaluronanu a CTAB podrobeny lyofilizaci. Pro 
lyofilizaci byla vybrána koncentrace hyaluronanu 1,67 g·l−1 a koncentrace CTAB 0,7 mM. 
Dva stejné vzorky pro lyofilizaci byly namíchány ve vodě v poměru tří díly hyaluronanu ku 
jednomu dílu CTAB. U takto připravených vzorků byla změřena velikost částic a následně 
byly vzorky zmraženy a lyofilizovány. Po lyofilizaci byl jeden lyofilizát rozpuštěn 
v deionizované vodě a druhý v 0,15 M roztoku NaCl a opět byla změřena velikost částic. 
Filtrace probíhala přes stříkačkové filtry s vyměnitelnou membránou. Jako membrána byl 
požit výrobek firmy Whatman se značkou Cyclopore; jedná se o tzv. „track etched 
membrane“ s téměř uniformní velikostí pórů ve formě rovnoběžných válců. Odstřeďování 
vzorků probíhalo na odstředivce Mikro 200 od firmy Hettich. Lyofilizace probíhala na 
přístroji BanchTop 6K Freeze Dryer od firmy SP. 
 
4.4 Měření a vyhodnocování dat 
 
4.4.1 Stanovení velikosti částic 
 
Stanovení velikosti částic bylo provedeno na přístroji Zetasizer Nano ZS od firmy Malvern 
Instrument. Tento přístroj při měření částic využívá metody dynamického rozptylu světla. 
Měření velikosti částic se provádí v režimu size, ve kterém je nutné nastavit informace 
o vzorku, jako je index lomu částic, pokud chceme znát objemovou a hmotnostní distribuci 
částic. Pokud index lomu měřených částic neznáme, pak můžeme brát v úvahu pouze 
intenzitní distribuci částic. Dále se nastavují informace o prostředí, ve kterém se měřené 
částice nachází, což je index lomu prostředí a viskozita prostředí při dané teplotě měření. 
Nakonec je důležité nastavit teplotu, při které se bude měření provádět a jak dlouho má 
přístroj vzorek temperovat na danou teplotu. Dále se nastavují parametry samotného měření: 
počet skenů v jednom měření, délka jednoho skenu a počet opakování, dále se nastavuje 
pozice měření, a to se buď zvolí optimální (vybere přístroj), nebo fixní pozice měření. Měření 
samotných vzorků se provádí v jednorázových plastových kyvetách a objem vzorku potřebný 
na jedno měření je asi jeden mililitr.  
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Při měření velikosti částic byl sledován zejména průběh korelační křivky, podle které byly 
data vyhodnocovány. Na Obr. 12 je naznačeno, jak by měly korelační křivky vypadat pro 
vzorky, které obsahují malé nebo velké částice. Dále je zde zobrazena křivka pro 
kontaminovaný vzorek, což může znamenat, že vzorek obsahuje například prach nebo to 
může také znamenat, že vzorek je polydisperzní, tedy že obsahuje jak malé, tak velké částice. 
Při měření velikosti částic byla sledována také hodnota „Count rate“, která vyjadřuje počet 
dopadajících fotonů za sekundu. Na Obr. 13 je zobrazen ideální průběh korelační funkce. 
Všechna měření byla prováděna ve třech opakováních. Prezentované výsledky jsou 
průměrem těchto opakování. 
 
 
Obr. 12:  Korelační funkce v závislosti na kvalitě vzorku [3] 
 
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1E+00 1E+01 1E+02 1E+03 1E+04 1E+05 1E+06 1E+07
korelační čas [µs]
ko
re
lač
n
í f
u
n
kc
e.
 
Obr. 13: Ideální průběh korelační funkce 
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Stabilita vzorku byla určena na základě hodnoty zeta potenciálu. Zeta potenciál byl měřen 
na přístroji Zetasizer Nano ZS od firmy Malvern Instrument v režimu zeta. Přístroj při měření 
zeta potenciálu vkládá napětí na měřící elektrodu a sleduje fázovou odezvu na toto vložené 
napětí. Z těchto údajů software určí elektroforetickou mobilitu a následně i střední hodnotu 
zeta potenciálu.  
 
4.4.2 Statistika 
 
Všechny vzorky byly měřeny minimálně třikrát. Uvedené výsledky jsou průměrem těchto 
měření. Hodnota průměru byla zjištěna v programu MS Excel. Jednotlivé hodnoty byly 
doplněny o směrodatnou odchylku, která byla také zjištěna v programu MS Excel. 
Směrodatné odchylky nejsou v grafech uváděny, protože by se staly nepřehlednými. 
Směrodatné odchylky jsou uváděny pouze v tabulkách uvádějících konkrétní velikosti částic 
jednotlivých měření.  
Přístroj Zetasizer Nano ZS určuje i procentuální výskyt částic jednotlivých velikostí. 
Částice, které se ve vzorku vyskytovaly méně jak z deseti procent, byly brány jako náhodný 
šum (chyba). Tyto částice byly buď příliš velké (5000 nm a více, tedy nad horním rozsahem 
použitelnosti metody a přístroje) nebo naopak příliš malé (jednotky nanometrů, tedy velmi 
blízko dolní hranice měřitelnosti velikosti), proto s nimi ve výsledcích není pracováno.  
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
5.1 Chování hyaluronanu v roztoku 
 
Nejdříve byly proměřeny pokusné vzorky hyaluronanu. Graf na Obr. 14 znázorňuje 
korelační funkce měření velikosti částic nízkomolekulárního hyaluronanu o molekulové 
hmotnosti 106 kDa a koncentraci 1 g·l−1 každý den po dobu jednoho týdne. Graf na Obr. 15 
znázorňuje korelační křivky měření velikosti částic vysokomolekulárního hyaluronanu 
o molekulové hmotnosti 1,39 MDa a koncentraci 1 g·l−1 každý den po dobu jednoho týden. 
V tabulce 1 je přehled průměrných velikostí částic pro jednotlivá měření hyaluronanu. 
Po podrobném prozkoumání těchto dvou grafů a tabulky bylo zjištěno, že velikosti částic 
hyaluronanu se v průběhu týdne mění, ale změna není tak velká, aby další měření musela 
probíhat každý den. Na základě tohoto zjištění probíhala další měření s hyaluronanem vždy 
druhý, pátý a osmý den od namíchání zásobního roztoku. Dále z naměřených dat vyplývá, že 
velikost částic nízkomolekulárního hyaluronanu je menší než vysokomolekulárního.  
Z tabulky 1 naměřených hodnot velikosti částic je zřejmé, že vysokomolekulární 
hyaluronan vykazuje značně polydisperzní charakter. Polydisperzní charakter byl pozorován 
také u nízkomolekulárního hyaluronanu, ale ne v takové míře. Z tohoto důvodu byla pro další 
experimenty navržena filtrace přes čtyři různé filtry, a to 5; 0,8; 0,4 a 0,2 µm. Filtrace přes 
5 µm filtr byla z důvodu odfiltrování velkých částic, které by mohly být rušivé pro samotné 
měření, protože maximální velikost, kterou je přístroj Zetasizer Nano ZS schopen naměřit 
se pohybuje v jednotkách mikrometrů. Nejmenší velikost pórů na filtru 0,2 µm byla zvolena 
proto, že tento filtr se v praxi nejvíce využívá z důvodu mikrobiologického znečištění – 
bakterie neprojdou přes tuto velikost pórů. 
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Obr. 14: Korelační křivky nízkomolekulárního hyaluronanu o koncentraci 
1 g·l−1měřeného každý den po dobu jednoho týdne  
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Obr. 15: Korelační křivky vysokomolekulárního hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 
měřeného každý den po dobu jednoho týdne 
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Obr. 16: Graf velikostní distribuce částic podle intenzity rozptýleného záření 
 
Na Obr. 16 je znázorněn graf velikostní distribuce částic podle intenzity rozptýleného 
záření, z níž byly pro další zpracování odečítány hodnoty odpovídající maximům zjištěných 
píků distribuce (dále nazývané velikosti částic). Z takto získaných hodnot velikostí částic byly 
v následujících tabulkách vypočítány průměrné hodnoty a směrodatné odchylky. 
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Tabulka 1: Naměřené hodnoty velikosti částic hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 
  velikost částic [nm] zeta potenciál [mV] 
Pondělí 861 ± 256   −53 ± 2 
Úterý 979 ± 116   −51 ± 3 
Středa 1 253 ± 143   −53 ± 3 
Čtvrtek 1 192 ± 210   −50 ± 9 
H
yA
 
10
6 
kD
a 
Pátek 1 382 ± 269   −52 ± 2 
Pondělí 2 317 ± 895   −58 ± 2 
Úterý 1 923 ± 454 189 ± 72  −53 ± 5 
Středa 1 224 ± 314 125 ± 50  −51 ± 5 
Čtvrtek 960 ± 356 76 ± 21 4 327 ± 622 −58 ± 1 
H
yA
 
1,
39
 
M
D
a 
pátek 1 160 ± 272 152 ± 107 5 151 ± 246 −56 ± 3 
 
Další experimenty byly prováděny se třemi různými koncentracemi hyaluronanu, dvě 
molekulové hmotnosti zůstaly zachovány. Roztoky hyaluronanu byly namíchány ve dvou 
různých rozpouštědlech. Jako základní rozpouštědlo byla zvolena deionizovaná voda a pro 
porovnání byl zvolen fyziologický roztok (0,15 M roztok NaCl). Fyziologický roztok byl 
zvolen kvůli zavedení dalších iontů, které mohou působit na strukturu hyaluronanu. 
Předpokládá se, že struktura hyaluronanu by se měla v přítomnosti NaCl sbalit, tudíž velikost 
částic by měla být menší.  
Protože hodnoty zeta potenciálu odpovídaly očekávání a literárním hodnotám, měly 
vysokou zápornou hodnotu, nebylo v dalších experimentech v měření zeta potenciálu 
pokračováno. 
 
5.1.1 Nízkomolekulární hyaluronan 
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Obr. 17: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 0,01 g·l− 1 a molekulové hmotnosti 
106 kDa rozpuštěného ve vodě, měřeno druhý den od namíchání  
 
 35 
Z grafu na Obr. 17 je patrné, že všechny korelační křivky mají výchozí bod příliš nízký 
(ideálně 0,8 – 1) a nejsou schopné dosáhnout nulového bodu. Dále se během měření ukázalo, 
že na detektor dopadá málo fotonů. Z těchto důvodů nebylo v měření toho vzorku 
pokračováno, vzorek nebyl namíchán ani ve fyziologickém roztoku.  V příloze (viz 9.1) jsou 
na Obr. 24 až Obr. 27 uvedeny grafy korelačních závislostí zbylých dvou koncentrací 
(0,1 g·l−1 a 1 g·l−1) hyaluronanu. Tyto koncentrace již byly namíchány v obou rozpouštědlech, 
a to ve vodě a v 0,15 M roztoku NaCl. V tabulce 2 jsou uvedeny naměřené hodnoty velikostí 
částic jednotlivých koncentrací nízkomolekulárního hyaluronanu rozpuštěného buď ve vodě, 
nebo v 0,15 M roztoku NaCl.  
Porovnáme-li mezi sebou jednotlivé grafy korelačních závislostí hyaluronanu, zjistíme, 
že vyšší koncentrace hyaluronanu a použití 0,15 M roztoku NaCl vede k lepším průběhům 
korelačních křivek. Roztoky hyaluronanu ve vodě mají tvar korelačních křivek vzdálený 
ideálnímu průběhu znázorněnému na Obr. 13. Snížená kvalita průběhu korelačních křivek 
může být způsobena nízkou koncentrací hyaluronanu, jeho velkým hydratačním obalem 
vytvářejícím velké „vodnaté“ klubko s indexem lomu málo odlišným od okolí. Hodnoty 
velikostí částic hyaluronanu rozpuštěného ve vodě jsou pak zatíženy velkou odchylkou 
od průměrné hodnoty velikosti částic. Kdežto pokud do roztoku přidáme další ionty v podobě 
Na+ a Cl− dojde ke sbalení molekuly hyaluronanu, vytvoření kompaktnějšího klubka a tudíž 
i naměřené hodnoty velikosti částic jsou si více podobny, což dokazuje i menší hodnota 
odchylky od průměrné hodnoty velikosti částic.  
Filtrace ve většině měření nízkomolekulárního hyaluronanu nemá na průběh korelačních 
křivek ani na naměřené hodnoty velikosti částic příliš velký vliv. To může být způsobeno tím, 
že při filtraci se odfiltrují jak případné nečistoty, tak může docházet i k odfiltrování části 
hyaluronanu. Odfiltrováním části hyaluronanu dochází v kyvetě ke snížení koncentrace, 
hyaluronan si však stále zachovává svoji snahu zaujmout celý objem, proto byly naměřeny 
i velikosti částic větší než by odpovídalo danému filtru.  
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Tabulka 2: Naměřené hodnoty velikosti částic hyaluronanu o molekulové hmotnosti 
106 kDa 
c [g·l−1] prostředí filtr [µm] velikost částic [nm] 
– 83 ± 9 272 ± 98 1315 ± 83 3 774 ± 1 041  
5  211 ± 107 714 ± 155 3 760 ± 873   
0,8 89 ± 7 256 ± 117 627 ± 66 4 002 ± 649  
0,4  69 ± 17 314 ± 118 837 ± 132 4 086 ± 591  
0,1 H2O 
0,2  191 ± 75 588 3 938 ± 190   
– 30 ± 6 318 ± 95    
5 28 ± 8 203 ± 81 4 457 ± 567   
0,8 49 ± 26 235 ± 54 4 063 ± 1664   
0,4 38 ± 17 248 ± 73 683 ± 202 2 000 ± 523 3 857 ± 722 
0,1 0,15 M NaCl 
0,2 37 ± 10 246 ± 72 599 ± 58 1 208 ± 89 4 044 ± 583 
– 328 ± 103 813 ± 129 1 259 ± 169   
5 316 ± 67 735 ± 143 1 393 ± 169   
0,8 313 ± 103 680 ± 115    
0,4 316 ± 99 619 ± 135    
1 H2O 
0,2 254 ± 107 758 ± 205 4 519 ± 703   
– 30 ± 5 397 ± 46 763 ± 123   
5 33 ± 8 342 ± 76 525 ± 13 4 614 ± 84  
0,8 30 ± 3 323 ± 49    
0,4 31 ± 2 306 ± 79 751 ± 182   
1 0,15 M NaCl 
0,2 33 ± 3 365 ± 97    
 
5.1.2 Vysokomolekulární hyaluronan 
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Obr. 18: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 0,01 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
1,39 MDa rozpuštěného ve vodě 
 37 
Podíváme-li se na korelační křivky vysokomolekulárního hyaluronanu (viz Obr. 18 
a Obr. 28 až Obr. 32 v příloze 9.2), zjistíme, že mají podobný trend jako korelační křivky 
nízkomolekulárního hyaluronanu, tedy že čím větší koncentrace hyaluronanu je, tím více 
se korelační křivky přibližují ideálnímu průběhu a rozpuštění hyaluronanu v 0,15 M roztoku 
NaCl má také pozitivní vliv na průběh korelačních křivek. Pokud se podíváme na korelační 
křivky hyaluronanu rozpuštěného ve vodě, zjistíme, že filtry s většími póry (5 a 0,8 µm) jsou 
pro tyto měření vhodnější. Avšak z hodnot naměřených velikostí částic uvedených v tabulce 3 
tento trend není příliš patrný.  
Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 rozpuštěného v 0,15 M NaCl vykazují 
téměř ideální průběh (viz Obr. 32). Což by mohlo být způsobeno tím, že i po filtraci zůstala 
v kyvetě dostatečná koncentrace hyaluronanu, nebo by mohlo jít o optimální koncentraci, 
která není filtrací ovlivňována. Koncentrace hyaluronanu po filtraci nebyla stanovena, proto 
se můžeme jen dohadovat, že filtrací nedochází k výrazné změně koncentrace. Avšak větší 
význam na kvalitu korelačních křivek budou mít asi přidané ionty Na+ a Cl−, které budou 
působit na strukturu hyaluronanu v roztoku – dojde ke sbalení hyaluronanu. 
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Tabulka 3: Naměřené hodnoty velikosti částic hyaluronanu o molekulové hmotnosti 
1,39 MDa 
c [g·l−1] prostředí Filtr [µm] velikost částic [nm] 
– 63 ± 13 361 ± 77 4 249 ± 744  
5  52 ± 17 256 ± 93   
0,8  68 ± 10 235 ± 79   
0,4  229 ± 96    
0,01 H2O 
0,2  54 ± 16 282 ± 91 721 ± 132  
– 70 ± 19 179 ± 83 4 198 ± 778  
5  72 ± 8 184 ± 74 1 565 ± 652 4 604 ± 337 
0,8  77 ± 15 208 ± 73   
0,4  68 ± 26 224 ± 60   
0,01 0,15 M  NaCl 
0,2  73 ± 34 209 ± 79   
– 92 ± 2 278 ± 57 709 ± 128 2 876 ± 1 334 
5  54 ± 27 307 ± 128 757 ± 138 3 452 ± 1 668 
0,8  273 ± 134 1 080 ± 251 4 697 ± 245  
0,4  328 ± 105 563 ± 62 4 105 ± 453  
0,1 H2O 
0,2  285 ± 134 4 103 ± 1378   
– 76 ± 21 165 ± 70   
5  58 ± 28 199 ± 100   
0,8  42 ± 14 167 ± 50   
0,4  42 ± 14 182 ± 51   
0,1 0,15 M  NaCl 
0,2  49 ± 20 209 ± 74 608 ± 86  
– 185 ± 82 858 ± 105 1 387 ± 288 4 250 ± 719 
5  281 ± 109 906 ± 84 1 827 ± 523  
0,8  264 ± 114 591 ± 79 1 834 ± 410 4 764 ± 261 
0,4  169 ± 74 582 ± 31 4 566 ± 485 1 180 ± 397 
1 H2O 
0,2  297 ± 107 715 ± 98 3 493 ± 948  
– 52 ± 15 240 ± 87 655 ± 101 1 436 ± 118 
5  48 ± 11 203 ± 74   
0,8  67 ± 16 349 ± 105 621 ± 127 1 489 ± 113 
0,4  60 ± 20 254 ± 104 798 ± 156 1 468 ± 249 
1 0,15 M  NaCl 
0,2  69 ± 23 234 ± 128 386 ± 142 1 906 ± 343 
 
Srovnáním korelačních křivek nízkomolekulárního a vysokomolekulárního hyaluronanu, 
dospějeme k závěru, že vysokomolekulární hyaluronan by byl pro další aplikace vhodnější, 
protože má lepší korelační křivky a tomu i odpovídá menší rozptyl velikostí částic. Na druhou 
stranu vysokomolekulární hyaluronan podporuje tvorbu metastází. Z tohoto důvodu by bylo 
vhodnější najít optimální koncentraci nízkomolekulárního hyaluronanu nebo zvolit jiný 
způsob přípravy než jen rozpuštění v příslušném rozpouštědle s následnou filtrací. 
Velikost částic se v průběhu týdne prakticky neměnila i kvalita korelačních funkcí byla 
během měření druhý, pátý a osmý den od namíchání stejná. Z toho důvodu byly všechny tyto 
měření zprůměrňovány a byl pouze vyhodnocován vliv filtrace a prostředí. 
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5.2 Příprava mikro- a nanočástic 
 
5.2.1 Přikapávání (nanosrážení) 
 
Při této metodě bylo postupováno tak, že byly do průhledné vialky napipetovány 3 ml 
roztoku CTAB příslušné koncentrace. K těmto 3 ml bylo postupně pomocí mikropipety 
přikapáváno po 30 µl zásobního roztoku hyaluronanu. V případě přikapávání CTAB 
k hyaluronanu, pak ve vialce byly 3 ml hyaluronanu a v mikropipetě byl zásobní roztok 
CTAB příslušné koncentrace. 
 
Tabulka 4: Přikapávání roztoku hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
106 kDa ke 3 ml  roztoku CTAB o příslušné koncentraci 
Přídavek 30 µl HyA Přídavek 210 µl HyA 
c CTAB [mM] Vzhled nábojový poměr HyA : CTAB vzhled 
nábojový poměr 
HyA : CTAB 
1 žádná změna 1 : 40 
 
1 : 6 
2 
 
1 : 80 
 
1 : 11 
3 
 
1 : 120 
 
1 : 17 
4 
 
1 : 160 
 
1 : 23 
5 
 
1 : 200 
 
1 : 29 
 
Z předchozí tabulky (viz tabulka 4) je evidentní, že po přidání prvních 30 µl hyaluronanu 
k roztoku CTAB (vyjma koncentrace 1 mM) dochází ke vzniku lokálního zákalu. Po přidání 
210 µl hyaluronanu dochází ke vzniku zákalu ve větší části objemu. Vznik zákalu indikuje 
přítomnost mikročástic. Z tabulky vyplývá, že pokud pro jednotlivé koncentrace CTAB dojde 
ke snížení nábojového poměru, stane se zákal intenzivnější. Je ale zajímavé, že čím větší 
koncentrace CTAB tedy i větší nábojový poměr je, tím intenzivnější zákal vzniká. Toto může 
být způsobeno vlastností povrchově aktivních látek, tedy že nejdříve nasytí povrch 
rozpouštědla a až poté začnou vytvářet micely. Neboli při vyšší koncentraci CTAB 
je v roztoku přítomno více micel, které mohou interagovat s přidaným hyaluronanem. 
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Tabulka 5: Přikapávání roztoku CTAB o různých koncentracích ke 3 ml  roztoku 
hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 106 kDa 
Přídavek 30 µl CTAB Přídavek 750 µl CTAB 
c CTAB 
[mM] vzhled 
nábojový 
poměr 
HyA : CTAB 
vzhled 
nábojový 
poměr 
HyA : CTAB 
1 
Žádná změna, zákal se 
začal tvořit až po 
přidání 120 µl 
hyaluronanu 
249 : 1 
 
10 : 1 
2 
 
125 : 1 
 
5 : 1 
3 
 
83 : 1 
 
3 : 1 
4 
 
vznik drobných 
sraženin 
62 : 1 
 
2,5 : 1 
5 
 
50 : 1 
 
2 : 1 
 
Při přikapávání CTAB k nízkomolekulárnímu hyaluronanu (viz tabulka 5) docházelo 
ke vzniku výraznějšího zákalu až po přidání 210 µl CTAB. Zákal zaujímající větší objem byl 
pozorován až po přidání 750 µl roztoku CTAB. 
Při přikapávání hyaluronanu k CTAB dochází ke vzniku zákalu již po přidání prvních 30 µl 
hyaluronanu, tedy při větším poměru nábojů, na rozdíl od přikapávání CTAB k hyaluronanu, 
kdy dochází ke vzniku výraznějšího zákalu po přidání 210 µl CTAB. Což může být 
způsobeno nadbytkem CTAB, kdy v roztoku jsou již vytvořeny micely a hyaluronan 
interaguje s těmito micelami za vzniku zákalu. Kdežto v opačném případě, při přikapávání 
CTAB k HyA, musí nejprve dojít k nasycení povrchu a následně se mohou tvořit micely, 
které interagují s hyaluronanem. Avšak nejintenzivnější zákal se tvoří při mírném nábojovém 
nadbytku hyaluronanu. 
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Tabulka 6: Přikapávání roztoku hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
1,39 MDa k roztoku CTAB o příslušné koncentraci 
Přídavek 30 µl HyA Přídavek 210 µl HyA 
c CTAB 
[mM] vzhled 
nábojový 
poměr 
HyA : CTAB 
vzhled 
nábojový 
poměr 
HyA : CTAB 
1 
 
1 : 40 
 
1 : 6 
2 
 
1 : 80 
 
1 : 11 
3 
 
1 : 120 
 
1 : 17 
4 
 
1 : 160 
 
1 : 23 
5 
 
1 : 200 
 
1 : 29 
 
Při přikapávání vysokomolekulárního hyaluronanu k roztoku CTAB dochází ke vzniku 
zákalu po přidání prvních 30 µl hyaluronanu, stejně jako v případě přikapávání 
nízkomolekulárního hyaluronanu. Při přikapávání vysokomolekulárního hyaluronanu 
je vzniklý zákal intenzivnější než v případě nízkomolekulárního. V obou případech však platí, 
že přidáním dalších kapek hyaluronanu se stával zákal intenzivnější. Z tabulky 4 a 6 vyplývá, 
že v případě nadbytku CTAB v roztoku nezáleží jen na nábojovém poměru, ale také na 
výchozí koncentraci CTAB. 
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Tabulka 7: Přikapávání roztoku CTAB o různých koncentracích k roztoku hyaluronanu 
o koncentraci 1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 1,39 MDa 
Přídavek 150 µl CTAB Přídavek 600 µl CTAB 
c CTAB 
[mM] vzhled 
nábojový 
poměr 
HyA : CTAB 
vzhled 
nábojový 
poměr 
HyA : CTAB 
1 čirý roztok 50 : 1 
 
12,5 : 1 
2 
 
25 : 1 
 
6 : 1 
3 
 
17 : 1 
 
4 : 1 
4 
 
12,5 : 1 
 
3 : 1 
5 
 
10 : 1 
 
2,5 : 1 
 
Při přikapávání CTAB k vysokomolekulárnímu hyaluronanu došlo ke vzniku prvního 
zákalu po přidání 150 µl CTAB. Výjimkou bylo přikapávání CTAB o koncentraci 1 mM 
k hyaluronanu, kdy došlo k vytvoření prvního zákalu po přidání 390 µl CTAB. 
Porovnáním intenzity zákalu vytvořené přikapáváním CTAB k nízkomolekulárnímu 
a vysokomolekulárnímu hyaluronanu, je patrné, že zákal vytvořený s vysokomolekulárním 
hyaluronanem je intenzivnější než zákal vytvořený s nízkomolekulárním hyaluronanem. 
Všechny fotografie byly pořízeny ihned po přidání jedné složky ke druhé, dříve než došlo 
k promíchání systému. 
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5.2.2 Nanočástice hyaluronanu a polyargininu 
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Obr. 19: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 0,44 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a polyargininu o koncentraci 0,5 g·l−1 a molekulové 
hmotnosti 5–15 kDa 
 
Tabulka 8: Naměřené hodnoty velikosti částic mikro- a nanočástic složených 
z hyaluronanu o třech různých koncentracích a molekulové hmotnosti 137 kDa 
a polyargininu o koncentraci 0,5 g·l−1 a molekulové hmotnosti 5–15 kDa 
velikost částic [nm] 
 
hyaluronan příslušné koncentrace + 
polyarginin + 20 ml glycerolu 
odstředěno 
hyaluronan příslušné 
koncentrace + polyarginin 
 supernatant glycerolová část odstředěno neodstředěno 
0,44 g·l−1 HyA + 
0,5 g·l−1 PArg 44 ± 10 70 ± 6 1 547 ± 595 34 ± 1 59 ± 2 
1,67 g·l−1 HyA + 
0,5 g·l−1 a PArg 42 ± 2 69 ± 11  37 ± 1 68 ± 1 
2,67 g·l−1 HyA + 
0,5 g·l−1 a PArg 61 ± 2 91 ± 3  60 ± 1 90 ± 2 
 
Z grafu na Obr. 19 a z grafů na Obr. 33 a Obr. 34 v příloze 9.3 je patrné, že vzorky 
označené jako supernatant a odstředěno mají stejný průběh korelačních křivek a mají i velmi 
podobné hodnoty velikosti částic. Stejně tak i vzorky označené jako glycerolová část 
a neodstředěno mají velmi podobný průběh korelačních křivek a tomu i odpovídající velikost 
částic. Tyto experimenty byly prováděny za účelem ověření výsledků publikovaných 
literatuře a také pro osvojení si této jednoduché metody přípravy mikro- a nanočástic. Těmito 
jednoduchými experimenty bylo zjištěno, že glycerolové lože nemá významný vliv na 
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velikost odstředěných částic, proto v dalších experimentech vzorky hyaluronanu s CTAB byly 
odstřeďovány, ale bez přítomnosti glycerolu v Eppendorfově zkumavce. 
 
5.2.3 Nanočástice hyaluronanu a CTAB 
 
V předchozích jednoduchých experimentech bylo zjištěno, že i poměrně malý přídavek 
hyaluronanu k CTAB nebo CTAB k hyaluronanu způsobuje poměrně intenzivní zákal, což 
indikuje přítomnost mikročástic. A protože my jsme chtěli připravit částice spíše menších 
rozměrů, byly zvoleny nižší koncentrace CTAB. 
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Obr. 20: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 0,44 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB různých koncentrací, rozpouštědlo voda 
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Tabulka 9: Naměřené hodnoty velikosti mikro- a nanočástic hyaluronanu o koncentraci 
0,44 g·l−1 a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB  různých koncentrací, mikro- 
a nanočástice byly namíchány ve dvou různých prostředích a byly nebo nebyly 
odstřeďovány; OP = objemový poměr HyA : CTAB; NP = nábojový poměr 
HyA : CTAB 
c CTAB 
[mM] OP NP prostředí odstředěno velikost částic [nm] 
0,5 2,2 : 1 1 540 ± 364 5 275 ± 274  
0,7 1,6 : 1 495 ± 301 5 497  
1 1,1 : 1 499 ± 73 67 ± 9  
1,5 
1 : 1 
0,7 : 1 
voda ano 
559 ± 72   
0,5 2,2 : 1 729 ± 253   
0,7 1,6 : 1 1 006 ± 246 4 736 ± 401 165 
1 1,1 : 1 276 ± 59 25 ± 0,3  
1,5 
1 : 1 
0,7 : 1 
voda ne 
446 ± 10 44 ± 4  
0,05 22 : 1 664 ± 212 36 ± 1 5 037 ± 225 
0,07 16 : 1 298 ± 31 28 ± 7  
0,1 11 : 1 461 ± 67 22 ± 4  
0,15 
1 : 1 
7 : 1 
0,15 M 
NaCl ano 
747 ± 181   
0,05 22 : 1 433 ± 57 50 ± 8  
0,07 16 : 1 373 ± 37 54 ± 10  
0,1 11 : 1 327 ± 35 38 ± 6  
0,15 
1 : 1 
7 : 1 
0,15 M 
NaCl ne 
286 ± 2   
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Tabulka 10: Naměřené hodnoty velikosti mikro- a nanočástic hyaluronanu o koncentraci 
1,67 g·l−1 a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB  různých koncentrací, mikro- 
a nanočástice byly namíchány ve dvou různých prostředích a byly nebo nebyly 
odstřeďovány; OP = objemový poměr HyA : CTAB; NP = nábojový poměr 
HyA : CTAB 
c CTAB 
[mM] OP NP prostředí odstředěno velikost částic [nm] 
0,5 8,3 : 1 898 ± 443   
0,7 5,9 : 1 952 ± 221   
1 4,2 : 1 1 064 ± 69   
1,5 
1 : 1 
2,8 : 1 
voda ano 
517 ± 29 25 ± 1 5 233 ± 462 
0,5 8,3 : 1 461 ± 45   
0,7 5,9 : 1 626 ± 89 48 ± 17  
1 4,2 : 1 458 ± 136   
1,5 
1 : 1 
2,8 : 1 
voda ne 
573 ± 23   
0,05 83 : 1 516 ± 16 38 ± 2  
0,07 59 : 1 265 ± 39 25 ± 2  
0,1 42 : 1 337 ± 205 193 ± 218  
0,15 
1 : 1 
28 : 1 
0,15 M 
NaCl ano 
2 793 ± 239   
0,05 83 : 1 316 ± 85 33 ± 5  
0,07 59 : 1 275 ± 35 31 ± 0,2  
0,1 42 : 1 368 ± 5 30 ± 3  
0,15 
1 : 1 
28 : 1 
0,15 M 
NaCl ne 
286 ± 16 29 ± 4  
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Tabulka 11: Naměřené hodnoty velikosti mikro- a nanočástic hyaluronanu o koncentraci 
1,67 g·l−1 a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB různých koncentrací, mikro- 
a nanočástice byly namíchány ve dvou různých prostředích a byly nebo nebyly 
odstřeďovány; OP = objemový poměr HyA : CTAB; NP = nábojový poměr 
HyA : CTAB 
c CTAB 
[mM] OP NP prostředí odstředěno velikost částic [nm] 
1 : 2 3,0 : 1 593 ± 49   
2 : 1 12 : 1 5 402 ± 168   
1 : 3 2,0 : 1 3 679 ± 210   
3 : 1 18 : 1 604 ± 33 75 ± 8  
1 : 4 1,5 : 1 738 ± 208 103 ± 29  
0,7 
4 : 1 24 : 1 
voda ano 
398 ± 54   
1 : 2 3 : 1 473 ± 72 4 892 ± 322  
2 : 1 12 : 1 557 ± 104   
1 : 3 2 : 1 334 ± 8 60 ± 14  
3 : 1 18 : 1 1 212 ± 299 4 632 ± 541  
1 : 4 1,5 : 1 243 ± 8   
0,7 
4 : 1 24 : 1 
voda ne 
736 ± 67   
1 : 2 30 : 1 240 ± 98 4 700 ± 335 31 ± 5 
2 : 1 119 : 1 3 065 ± 354 246 ± 63 30 ± 2 
1 : 3 20 : 1 2 931 ± 389   
3 : 1 178 : 1 5 204 ± 32   
1 : 4 15 : 1 311 ± 27 26 ± 4  
0,07 
4 : 1 238 : 1 
0,15 M 
NaCl ano 
460 ± 96 34 ± 2  
1 : 2 30 : 1 283 ± 52 35 ± 9  
2 : 1 119 : 1 403 ± 33 31 ± 3  
1 : 3 20 : 1 423 ± 15 33 ± 8  
3 : 1 178 : 1 905 ± 137 18 ± 5  
1 : 4 15 : 1 312 ± 2 27 ± 2  
0,07 
4 : 1 238 : 1 
0,15 M 
NaCl ne 
384 ± 109 29 ± 5  
 
Grafy na Obr. 20, a Obr. 35 až Obr. 39 v příloze 9.4 znázorňují korelační závislosti mikro- 
a nanočástic připravených ze dvou různých koncentrací hyaluronanu o molekulové hmotnosti 
137 kDa a čtyř různých koncentrací CTAB. Jednotlivé systémy HyA a CTAB byly 
namíchány jednak v objemovém poměru jedna ku jedné, ale také byl vybrán konkrétní systém 
HyA a CTAB, který byl namíchaný v různých objemových poměrech. Systémy HyA a CTAB 
byly namíchány ve dvou různých prostředích, a to ve vodné a v 0,15 M roztoku NaCl. 
Koncentrace CTAB v roztoku soli byly o řád nižší než koncentrace ve vodném roztoku, což 
bylo způsobenou rozdílnou hodnotou kritické micelární koncentrace v těchto dvou 
prostředích. Nakonec byly všechny systémy odstředěny, pro porovnání byla měřena velikost 
částic neodstředěných vzorků. V tabulkách 9, 10 a 11 jsou shrnuty hodnoty naměřených 
velikostí částic pro jednotlivé systémy. V tabulce 9 jsou některé hodnoty velikosti částic 
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uvedeny bez odchylky. Znamená to, že tyto hodnoty velikosti částic se objevily pouze 
v jednom ze tří měření, a proto nemohly být průměrovány. 
Jak můžeme vidět na grafu na Obr. 20, pro systémy namíchané v objemovém poměru jedna 
ku jedné obsahující nižší koncentrací hyaluronanu a vodu jako rozpouštědlo, mělo odstředění 
pozitivní vliv na systémy s nižšími koncentracemi CTAB. Naopak pro vyšší koncentrace 
CTAB bylo odstředění nežádoucí. K těmto systémům byly namíchány systémy ekvivalentní 
za použití 0,15 M roztoku NaCl jako rozpouštědla. Korelační křivky těchto systémů 
namíchaných v roztoku soli jsou zobrazeny v grafu na Obr. 35. Prostudováním tohoto grafu 
zjistíme, že průběh korelačních křivek má velmi podobných charakter jako korelační křivky 
systémů namíchaných ve vodě. V obou případech můžeme pozorovat, že neodstředěný 
systém složený z hyaluronanu a CTAB o koncentraci 1,5 mM (respektive 0,15 mM pro roztok 
soli) vykazuje nejlepší korelační závislost. To může být způsobeno tím, že hodnota 
koncentrace CTAB se pohybuje nad hodnotou kritické micelární koncentrace.  
Obr. 36 zobrazuje graf korelačních křivek systémů obsahující vyšší koncentraci 
hyaluronanu a různé koncentrace CTAB, systém byl namíchán v objemovém poměru jedna 
ku jedné a jako rozpouštědlo byla použita voda. Na Obr. 37 je graf zobrazující ekvivalentní 
systém, za použití 0,15 M roztoku NaCl jako rozpouštědla. Prostudováním těchto dvou grafů 
zjistíme, že odstředění mělo spíše negativní vliv na průběh korelačních závislostí. Negativní 
vliv odstřeďování je více výrazný u systémů namíchaných v prostředí 0,15 M roztoku NaCl. 
Velikosti částic neodstředěných systémů namíchaných v 0,15 M roztoku NaCl jsou si pro 
všechny koncentrace CTAB velmi podobné a i odchylky jsou velmi malé. To, že 
odstřeďování má negativní vliv na průběh korelačních křivek, je velmi zajímavé, jelikož byl 
očekáván opačný efekt. 
Graf na Obr. 38 znázorňuje korelační závislosti systémů namíchaných v různých 
objemových poměrech hyaluronanu o koncentraci 1,67 g·l−1 a CTAB o koncentraci 0,7 mM, 
jako rozpouštědlo byla použita voda. Ke zlepšení průběhu korelační závislosti po odstředění 
došlo pouze u vzorků s objemovým poměrem HyA:CTAB 3:1 a 4:1, tedy s nadbytkem 
hyaluronanu. V ostatních případech mělo odstřeďování spíše negativní vliv na průběh 
korelačních funkcí jednotlivých systémů. To, že mělo odstřeďování pozitivní vliv na průběh 
korelačních funkcí systému obsahující nadbytek hyaluronanu, mohlo být způsobeno tím, 
že při odstřeďování došlo k odstředění molekul hyaluronanu nezapojených do interakcí 
s CTAB.  
Korelační funkce systémů hyaluronanu a CTAB namíchaných v různých objemových 
poměrech za použití 0,15 M roztoku NaCl jsou zobrazeny v grafu na Obr. 39. Z grafu 
je patrné, že korelační funkce neodstředěných vzorků mají mnohem lepší průběh, než 
korelační funkce vzorků odstředěných. Korelační funkce neodstředěných vzorků 
namíchaných v objemových poměrech s nadbytkem CTAB mají téměř ideální průběh. 
Jedinou výjimkou, kdy odstředění má pozitivní vliv na průběh korelační funkce, je vzorek 
namíchaný v objemovém poměru HyA:CTAB 4:1. Korelační funkce tohoto odstředěného 
vzorku sice vychází z nižší hodnoty než korelační funkce vzorku neodstředěného, ale 
na druhou stranu dosahuje nulového bodu. Pokud korelační křivka dosáhne nulového bodu, 
pak je přepočet na velikost částic přesnější. 
Ze všech naměřených hodnot velikosti částic (viz tabulky 9, 10 a 11) vyplývá, že 
hyaluronan v kombinaci s CTAB vytváří spíše větší částice o velikosti stovek nanometrů. 
Vyskytují se zde i částice o velikosti desítek nanometrů (nejčastěji okolo 30 nm), tyto 
velikosti částic mohou signalizovat přítomnost volných micel v roztoku. Dále se zde také 
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vyskytují částice v jednotkách mikrometrů, může se jednat o větší shluky hyaluronanu, ale 
také může jít o nečistoty nebo prach. 
 
5.2.4 Lyofilizace 
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Obr. 21: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 1,67 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a polyargininu o koncentraci 0,5 g·l−1 a molekulové 
hmotnosti 5–15 kDa, podrobených lyofilizaci 
 
Z průběhu korelačních funkcí zobrazených v grafu na Obr. 21 můžeme pozorovat, 
že u vzorků podrobených lyofilizaci a následnému rozpuštění, došlo k nárůstu velikosti částic. 
K většímu nárůstu velikosti částic dochází u vzorku rozpuštěného po lyofilizaci 
v 0,15 M roztoku NaCl. Tuto informaci potvrzují i hodnoty naměřených velikostí částic 
zapsaných v tabulce 12. 
 50 
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1E+00 1E+01 1E+02 1E+03 1E+04 1E+05 1E+06
korelační čas [µs]
ko
re
la
čn
í f
u
n
kc
e.
vzorek 1 před lyofilizací vzorek 2 před lyofilizací
vzorek 1 po lyofilizaci rozpuštěn ve vodě vzorek 2 po lyofilizaci rozpuštěn v 0,15M NaCl
 
Obr. 22: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 1,67  g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB o koncentraci 0,7 mM, namíchaných 
v objemovém poměru HyA:CTAB 3:1, podrobených lyofilizaci 
 
Z průběhu korelačních funkcí zobrazených v grafu na Obr. 22 je patrné, že po opětovném 
rozpuštění zlyofilizovaných vzorků došlo ke zlepšení průběhu korelačních funkcí. Z průběhu 
korelačních funkcí můžeme usuzovat, že během lyofilizace nedošlo k výrazné změně 
ve velikosti částic, a to ani v případě použití jiného rozpouštědla po lyofilizaci. Hodnoty 
velikosti částic uvedené v tabulce 12 víceméně potvrzují údaje vyčtené pouze z korelačních 
závislostí. V tomto případě nemá lyofilizace vliv na velikost částic, má pouze vliv na kvalitu 
průběhu korelační funkce. 
 
Tabulka 12: Naměřené hodnoty velikosti částic systémů podrobených lyofilizaci 
   velikost částic [nm] 
 
objemový 
poměr 
po lyofilizaci 
rozpuštěno v před lyofilizací po lyofilizaci 
1,67 g·l−1 HyA + 
0,5 g·l−1 PArg 1 : 1 H2O 135 ± 3 226 ± 14  
1,67 g·l−1 HyA + 
0,5 g·l−1 PArg 1 : 1 0,15 M NaCl 152 ± 5 523 ± 85  
1,67 g·l−1 HyA + 
0,7 mM CTAB 3 : 1 H2O 858 ± 173 591 ± 135  
1,67 g·l−1 HyA + 
0,7 mM CTAB 3 : 1 0,15 M NaCl 433 ± 114 153 ± 23 480 ± 51 
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5.2.5 Přídavek NaCl k systému hyaluronan–polyarginin 
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0,44 g/l HyA + 0,5 g/l PArg ve vodě
0,44 g/l HyA + 0,5 g/l PArg ve vodě + přídavel NaCl na konc. 0,15M
1,67 g/l HyA + 0,5 g/l PArg ve vodě
1,67 g/l HyA + 0,5 g/l PArg ve vodě + přídavek NaCl na konc. 0,15M 
2,67 g/l HyA + 0,5 g/l PArg ve vodě
2,67 g/l HyA + 0,5 g/l PArg ve vodě + přídavek NaCl na konc. 0,15M
 
Obr. 23: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o různých koncentracích 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a polyargininu o koncentraci 0,5 g·l−1 a molekulové 
hmotnosti 5–15 kDa, podrobeny zkoušce na stabilitu přídavku NaCl 
 
Tabulka 13: Naměřené hodnoty velikosti částic systémů podrobených zkoušce na stabilitu 
přídavku NaCl 
 velikost částic [nm] 
 před přídavkem NaCl po přídavku NaCl 
0,44 g·l−1 HyA + 0,5 g·l−1 PArg  193 ± 4 245 ± 78 
1,67 g·l−1 HyA + 0,5 g·l−1 PArg  145 ± 1 566 ± 14 
2,67 g·l−1 HyA + 0,5 g·l−1 PArg  166 ± 1 424 ± 6 
 
Porovnáním průběhu korelačních křivek zobrazených v grafu na Obr. 23 zjistíme, že 
přidáním NaCl dochází k výraznému nárůstu velikosti částic. Tuto informaci potvrzují také 
hodnoty naměřených velikostí částic uvedených v tabulce 13. Po přídavku NaCl ke všem 
roztokům došlo ihned k výraznému zakalení všech vzorků. Naproti tomu při podobných 
experimentech s CTAB bylo zjištěno, že přídavek NaCl k roztoku vzorku způsobuje jeho 
 vyčeření. 
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6 ZÁVĚR 
 
Cílem diplomové práce bylo nalézt metody přípravy hyaluronanových mikro- a nanočástice 
na základě interakce mezi opačně nabitými (makro)molekulami. Přípravná fáze byla 
rozdělena na dvě rozdílné části. První část byla založena na studiu literatury a zejména 
odborných vědeckých článků zabývajících se přípravou mikro- a nanočástic. Druhá část byla 
založena na zkoumání chování samotného hyaluronanu rozpuštěného ve vodném roztoku 
z hlediska velikosti částic, resp. jejího měření přístrojem využívajícím metodu dynamického 
rozptylu světla. Poté následovala samotná příprava mikro- a nanočástic vybranými 
jednoduchými metodami. Tato nosná fáze byla založena na experimentech publikovaných 
v literatuře [2]. Nejdříve byly publikované experimenty zopakovány a následně rozšířeny 
a obdobná příprava mikro- a nanočástic byla aplikována na jiný systém. Všechny experimenty 
byly měřeny a vyhodnocovány na základě měření dynamického rozptylu světla, který 
poskytuje údaje o velikosti měřených částic. 
Druhá část přípravné fáze byla složitější a delší, než bylo původně předpokládáno, protože 
se během měření vodného roztoku nízko- a vysokomolekulárního hyaluronanu o koncentraci 
1 g·l−1 ukázalo, že samotná velikost částic hyaluronanu je poměrně vysoká a navíc hyaluronan 
vykazoval polydisperzní charakter. Na základě těchto výsledků byly navrženy další 
experimenty, které byly rozšířeny o dvě další koncentrace hyaluronanu. Dále byla navržena 
filtrace, vzorky byly filtrovány celkem přes čtyři filtry různých velikostí pórů. Nakonec bylo 
přidáno ještě jedno rozpouštědlo, a to 0,15 M roztok NaCl. Všechny vzorky byly proměřeny 
druhý, pátý a osmý den od namíchání, aby bylo možné zjistit, zda se velikost částic v průběhu 
času nějak mění (vlivem pomalého rozpouštění hyaluronanu až na jednotlivé řetězce, 
resp. klubka). Delší časový interval než osm dní nepřipadal v úvahu, protože hyaluronan 
zhruba po jednom týdnu degraduje. Z naměřených dat vyplývá, že filtrace nemá očekávaný 
efekt, což může být způsobeno mimo jiné tím, že při filtraci dochází nejen k odfiltrování 
částic nečistot, ale také dojde k určitému snížení koncentrace ve filtrátu. Jako vhodnější 
se jeví filtry s většími velikostmi pórů (5 a 0,8 µm). Při použití těchto filtrů patrně nedochází 
k tak velkému mechanickému namáhání molekuly a pravděpodobně je výsledná koncentrace 
filtrací ovlivněna jen minimálně. Při filtraci by mohlo v důsledku smykového namáhání 
docházet k deformaci klubek hyaluronanu, což by mohlo mít za následek naměření větší 
velikosti částic ve filtrátu než by odpovídalo použitému filtru. Dále z naměřených dat 
vyplývá, že při rozpuštění hyaluronanu v roztoku soli, došlo ke snížení velikosti částic, oproti 
ekvivalentním vzorkům rozpuštěných ve vodě. To bylo pravděpodobně způsobeno tím, že se 
v roztoku vyskytovaly další ionty (Na+ a Cl−). Sodné ionty způsobily potlačení repulze 
disociovaných karboxylových skupin s následným sbalením řetězce (klubka) hyaluronanu. 
Další součástí této diplomové práce bylo zjistit, kdy dochází k vytvoření zákalu systému 
hyaluronan-CTAB a tedy vzniku částic rozptylujících viditelné světlo, pozorovanému 
pouhým okem. Pro tyto experimenty bylo připraveno pět různých koncentrací CTAB a jedna 
koncentrace hyaluronanu, hyaluronan byl namíchán ve dvou různých molekulových 
hmotnostech. Pro zjištění vzniku zákalu byl jednak přikapáván roztok hyaluronan k roztoku 
CTAB, ale také roztok CTAB k roztoku hyaluronanu. V obou případech došlo po přidání 
malého objemu k vytvoření zákalu. Tím bylo potvrzeno, že hyaluronan s roztokem CTAB 
vytváří mikročástice. Ke vzniku zákalu docházelo dříve při přikapávání roztoku hyaluronanu 
k roztoku CTAB, což bylo pravděpodobně způsobeno tím, že v roztoku již byly vytvořené 
micely CTAB, které už jen interagovaly s přidaným hyaluronanem. V opačném případě, tedy 
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při přikapávání roztoku CTAB k roztoku hyaluronanu, muselo nejdříve dojít k nasycení 
povrchu a vytvoření micel.  
Hlavní cílem této diplomové práce bylo připravit hyaluronanové mikro- a nanočástice. Tyto 
experimenty vycházely z předchozích zkušeností pracoviště, které doplnila práce [2]. 
Z článku se vycházelo zejména proto, že poskytoval nejjednodušší postup přípravy 
nanočástic. Publikované experimenty byly přesně zopakovány a došlo k naměření stejných 
výsledků. Kromě přesného zopakování byl postup přípravy upraven. V článku byly vzorky 
systému hyaluronan-polyarginin odstředěny a pro měření byly použity částice, které zůstaly 
odstředěny v glycerolovém loži. V našich experimentech byly proměřeny také částice, které 
po odstředění zůstaly v supernatantu. Také byly tyto vzorky odstřeďovány bez glycerolového 
lože a byly proměřeny i neodstředěné vzorky. To vše bylo prováděno jen proto, že v tomto 
článku bylo použito glycerolové lože a nebylo vysvětleno, co to znamená. Po prozkoumání 
literatury a internetu jsme se nedozvěděli, co glycerolové lože je a hlavně k čemu je dobré. 
Po proměření výše uvedených systémů, jsme dospěli k závěru, že v dalších experimentech již 
glycerolové lože nebudeme používat.  
Vzorky nanočástic systému hyaluronan-polyarginin byly podrobeny zkoušce na stabilitu 
přídavku NaCl. To bylo prováděno tak, že k vodnému roztoku vzorku byl přidán malý 
přídavek koncentrovaného roztoku NaCl, aby byla jeho výsledná koncentrace ve vzorku 
0,15 M. Zajímavým zjištěním bylo, že přídavek roztoku NaCl způsobil výrazné zakalení 
vzorku. Tomu i odpovídalo, že po přídavku roztoku NaCl došlo k naměření větších velikostí 
částic systému hyaluronan-polyarginin, než před jeho přídavkem. Nakonec byl vybrán jeden 
systém hyaluronan-polyarginin, který byl lyofilizován. Pro lyofilizaci byly připraveny dva 
úplně stejné vodné vzorky, aby po lyofilizaci mohl být jeden rozpuštěn opět ve vodě a druhý 
v 0,15 M roztoku NaCl. Vzorky po lyofililizaci se rozpouštěli poměrně dlouho. Vzorek, který 
byl rozpouštěn v 0,15 M roztoku NaCl, se musel dát do ultrazvukové lázně, aby došlo k jeho 
rozpuštění. Velikosti částic naměřené po lyofilizaci byly větší než před lyofilizací. 
Posledními experimenty této diplomové práce byla aplikace postupu přípravy publikované 
v literatuře na jiný systém. Jako vhodný systém byl zvolen systém složený z hyaluronanu 
a CTAB. Hyaluronan byl namíchán ve dvou různých koncentracích jedné molekulové 
hmotnosti. CTAB bylo namícháno ve čtyřech různých koncentracích. Roztoky hyaluronanu 
a CTAB byly namíchány jednak ve vodném prostředí a jednak v prostředí 0,15 M roztoku 
NaCl. Vzorky byly pro různé koncentrace hyaluronanu a různé koncentrace CTAB 
namíchány v objemovém poměru jedna ku jedné. Dále byly namíchány vzorky v různých 
objemových poměrech pro jednu koncentraci hyaluronanu a jednu koncentraci CTAB. 
Vzorky byly měřeny jak odstředěné tak neodstředěné. Z naměřených dat vyplývá, že systém 
hyaluronan-CTAB vytváří větší částice o velikosti stovek nanometrů. Dále by se dalo říci, že 
odstřeďování mělo na většinu systémů spíše negativní vliv. Pokud se zaměříme na porovnání 
neodstředěných systémů, zjistíme, že velikosti částic systémů namíchaných v 0,15 M roztoku 
NaCl jsou menší než systémů namíchaných ve vodném prostředí. To může být způsobeno, 
stejně jako u samotného hyaluronanu tím, že byly v roztoku přítomny další ionty (Na+ a Cl−), 
které působily na výslednou strukturu systému. 
Ze systému hyaluronan-CTAB byl také vybrán jeden systém, který byl podroben lyofilizaci. 
Opět jako v případě systému hyaluronan-polyarginin, byly pro lyofilizaci namíchány dva 
totožné vodné roztoky vzorku. Po lyofilizaci byl opět jeden ze vzorků rozpuštěn ve vodě 
a druhý byl rozpuštěn v 0,15 M roztoku NaCl. Vzorky po lyofilizaci se v obou prostředích 
rozpustily poměrně rychle. Vzorky měřené po lyofilizaci měli průběh korelačních funkcí 
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bližší ideálnímu (teoretickému) průběhu, ale k výrazné změně velikosti částic nedošlo ani 
v případě rozpouštění v 0,15 M roztoku NaCl. 
Protože bylo zjištěno, že systém hyaluronan-CTAB vytváří větší částice, bylo by vhodné 
praktické využití zaměřit spíše na přípravu různých kapek či sirupů nebo pro různé kožní 
aplikace. Tento systém není vhodný pro intravenózní podávání, protože nesplňuje základní 
podmínku, tedy že velikost částic se pohybuje v rozmezí 6–200 nm. Pokud by byly částice 
menší než 6 nm, došlo by k jejich odfiltrování ledvinami, naopak při větší velikosti částic 
než 200 nm dochází k jejich napadení bílými krvinkami a odstranění imunitním systémem. 
Závěrem lze konstatovat, že cíle práce byly splněny. Tato práce poskytla náhled 
do problematiky chování samotného hyaluronanu ve vodném roztoku a fyziologickém 
roztoku při měření dynamického rozptylu světla. V dalších experimentech, při kterých by 
docházelo k filtraci vzorků, by bylo vhodné zaměřit se také na zjištění koncentrace po filtraci. 
Dále bych při přípravě nanočástic složených z hyaluronanu a CTAB upozornila na to, 
že bychom se v dalších experimentech měli spíše zaměřit na nábojový poměr jednotlivých 
systémů, než na vlastní hodnoty koncentrací. 
 
 55 
7 REFERENCE 
 
[1] KAKEHI, Kazuaki, Mitsuhiro KINOSHITA a Shin-ichi YASUEDA. Hyaluronic acid: 
separation and biological implications. Journal of Chromatography B [online]. 2003, 
roč. 797, 1-2, s. 347-355 [cit. 2011-04-08]. ISSN 15700232. DOI: 10.1016/S1570-
0232(03)00479-3. Dostupné z: 
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570023203004793  
 
[2] OYARZUN-AMPUERO, Felipe A., Francisco M. GOYCOOLEA, Dolores TORRES a 
Maria J. ALONSO. A new drug nanocarrier consisting of polyarginine and hyaluronic 
acid. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics [online]. 2011, roč. 
79, č. 1, s. 54-57 [cit. 2013-03-09]. ISSN 09396411. DOI: 10.1016/j.ejpb.2011.04.008. 
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0939641111001500 
 
[3] MALVERN INSTRUMENTS LTD. Zetasizer Nano: Příručka pro uživatele. 3.0. 2007, 
196 s. 
 
[4] ZEMÁNEK, Martin. Věda: dar, nebo smrt finančním institucím?. In: 
http://www.idnes.cz/ [online]. 2004 [cit. 2012-11-11]. Dostupné z: 
http://finance.idnes.cz/veda-dar-nebo-smrt-financnim-institucim-fc7-
/poj.aspx?c=A041222_130830_fi_osobni_zal  
 
[5] Applications of Oligosaccharides: Hyaluronic acid oligosaccharides (4–12mers). In: 
BARNETOVÁ, Eliška. Komunikační mix pro společnost Contipro Group: 
Communication Mix for Company Contipro Group [online]. Brno: Vysoké učení 
technické, Fakulta podnikatelská, 2010 [cit. 2013-02-15]. Dostupné z: 
http://www.contipro.com  
 
[6] BROWN, Tracey. The Development of Hyaluronan as a Drug Transporter and 
Excipient for Chemotherapeutic Drugs. Current Pharmaceutical Biotechnology 
[online]. 2008-08-01, roč. 9, č. 4, s. 253-260 [cit. 2012-10-18]. ISSN 13892010. DOI: 
10.2174/138920108785161514. Dostupné z: 
http://www.eurekaselect.com/openurl/content.php?genre=article 
 
[7] HIRA, Maggie. What Is the Best Way to Use Hyaluronic Acid on the Face?. In: EHow: 
how to do just about everything [online]. Salt Lake City, UT: eHow, inc., 1999- [cit. 
15.2.2013]. Dostupné z: http://www.ehow.com/ 
 
[8] MLČOCHOVÁ, Petra, Veronika HÁJKOVÁ, Bohumil STEINER, Slavomír 
BYSTRICKÝ, Miroslav KOÓŠ, Martina MEDOVÁ a Vladimír VELEBNÝ. 
Preparation and characterization of biodegradable alkylether derivatives of hyaluronan. 
Carbohydrate Polymers [online]. 2007, roč. 69, č. 2, s. 344-352 [cit. 2012-08-04]. ISSN 
01448617. DOI: 10.1016/j.carbpol.2006.10.015. Dostupné z: 
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0144861706005236  
 
 56 
[9] SCOTT, John E. Secondary and Tertiary structures of Hyaluronan in Aqueous Solution. 
Some Biological Consequences. In: Glycoforum [online]. 1998-05-15 [cit. 2012-08-12]. 
Dostupné z: http://glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA02/HA02E.html  
 
[10] HASCALL, Vincent C. Hyaluronan: Structure and Physical properties. In: Glycoforum 
[online]. 1997, 2013 [cit. 2013-04-12]. Dostupné z: 
http://www.glycoforum.gr.jp/science/hyaluronan/HA01/HA01E.html  
 
[11] MARODA, Mónika, Magdolna BODNÁR, Szilvia BERKÓ, József BAKÓ, Gábor 
ERÖS, Erzsébet CSÁNYI, Piroska SZABÓ-RÉVÉSZ, John F. HARTMANN, Lajos 
KEMÉNY a János BORBÉLY. Preparation and investigation of a cross-linked 
hyaluronan nanoparticles system. Carbohydrate Polymers [online]. 2011-01-30, roč. 83, 
č. 3, s. 1322-1329 [cit. 2013-03-10]. ISSN 01448617. DOI: 
10.1016/j.carbpol.2010.09.039. Dostupné z: 
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0144861710007721 
 
[12] SLÍVA, Jiří a Juraj MINÁRIK. Hyaluronát – nejen pasivní pozorovatel, nýbrž aktivní 
modulátor imunitních reakcí. New EU Magazine of Medicine [online]. 2009, roč. 2009, 
1-2 [cit. 2013-03-04]. Dostupné z: http://www.neumm.cz/public/img/neumm_09_1-
2/pdf/sliva_minarik_hyaluronat.pdf 
 
[13] Hyaluronic acid (Hyaluronan). In: www.tecomedical.com [online]. 2009 [cit. 2013-03-
02]. Dostupné z: 
http://www.tecomedical.com/downloads/pdf/Hyaluron%20%28e%29%20%2810%29.p
df 
 
[14] Functions of hyaluronic acid in the joint. TRB Chemedica [online]. 2013 [cit. 2013-03-
02]. Dostupné z: 
www.trbchemedica.com/index.php?option=com_content&task=view&id=38&Itemid=5
6  
 
[15] TŘESOHLAVÁ, Eliška a František RYPÁČEK. Polymerní biomateriály pro obnovu 
tkání. In: RYPÁČEK. Zdravotnocké noviny [online]. 2009-11-20 [cit. 2013-04-12]. 
Dostupné z: http://www.zdravky.cz/zpravodajstvi/lekarske-listy-plus/polymerni-
biomaterialy-pro-obnovu-tk  
 
[16] DUBOVÁ, Jana. Použití kyseliny hyaluronové v ORL. Zdravotnické noviny - sestra 
[online]. 2009, č. 3 [cit. 2012-08-14]. Dostupné z: 
http://zdravi.e15.cz/clanek/sestra/pouziti-kyseliny-hyaluronove-v-orl-415924  
 
[17] BICUDO, Rafaela Costa Souza a Maria Helena Andrade SANTANA. Effects of 
Organic Solvents on Hyaluronic Acid Nanoparticles Obtained by Precipitation and 
Chemical Crosslinking. Journal of Nanoscience and Nanotechnology [online]. 2012-03-
01, roč. 12, č. 3, s. 2849-2857 [cit. 2013-03-10]. ISSN 15334880. DOI: 
10.1166/jnn.2012.5814. Dostupné z: 
http://openurl.ingenta.com/content/xref?genre=article 
 57 
 
[18] LIU, Long, Yanfeng LIU, Jianghua LI, Guocheng DU a Jian CHEN. Microbial 
production of hyaluronic acid: current state, challenges, and perspectives. Microbial 
Cell Factories [online]. 2011, roč. 10, č. 1, s. 99- [cit. 2013-03-02]. ISSN 1475-2859. 
DOI: 10.1186/1475-2859-10-99. 
 
[19] KOETZ, Joachim a Sabine KOSMELLA. Polyelectrolytes and nanoparticles. Berlin: 
Springer, 2007. ISBN 978-3-540-46381-8.  
 
[20] Disperzní systém. POUCHLÝ. Http://vydavatelstvi.vscht.cz/ [online]. 2005 [cit. 2013-
02-22]. Dostupné z: http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-
001/hesla/disperzni_system.html  
 
[21] KOMERS, Karel. Základy koloidní chemie. 1. vyd. Pardubice: Univerzita Pardubice, 
1996, 64 s. ISBN 80-719-4045-3. 
 
[22] BARTOVSKÁ, Ludmila. Fyzikální chemie povrchů a koloidních soustav. Vyd. 4. 
Praha: Vysoká škola chemicko-technologická, 2002, 192 s. ISBN 80–708–0475–0.  
 
[23] Surfactant micelle characterization using dynamic light scattering. In: Malvern.com 
[online]. 2006 [cit. 24.2.2013]. Dostupné z: 
http://quimica.udea.edu.co/~coloides/Anexo1.pdf  
 
[24] Ferrofluído. In: Http://www.gluon.com.br/blog/ [online]. 2007 [cit. 2013-02-24]. 
Dostupné z: http://www.gluon.com.br/blog/2007/01/06/ferrofluido-fazer/ 
 
[25] CHARVÁT, Jan. Nanočástice: Technologický zázrak, nebo hrozba pro lidské zdraví?. 
In: Ceskapozice.cz/ [online]. 2013 [cit. 25.2.2013]. Dostupné z: 
http://www.ceskapozice.cz/domov/ekologie/nanocastice-technologicky-zazrak-nebo-
hrozba-pro-lidske-zdravi 
 
[26] ŘEZANKA, Pavel. Nanočástice. In: Http://ksicht.natur.cuni.cz/ [online]. 2008/2009 
[cit. 25.2.2013]. Dostupné z: http://ksicht.natur.cuni.cz/serialy/nanocastice/1  
 
[27] Nanotechnology: Where is nanotechnology used?. In: Http://www.which.co.uk [online]. 
2013 [cit. 2013-03-02]. Dostupné z: 
http://www.which.co.uk/campaigns/technology/what-you-need-to-know-about-
nanotechnology/where-is-nanotechnology-used/  
 
[28] BIERLY, Allison. Chemotherapy Using Nanoparticles. In: Http://www.nih.gov/ 
[online]. 2011 [cit. 2013-03-02]. Dostupné z: 
http://www.nih.gov/researchmatters/january2011/01242011nanoparticles.htm  
 
[29] PABST, W. a E. GREGOROVÁ. Charakterizace částic a částicových soustav [online]. 
VŠCHT Praha, 2007 [cit. 2013-02-23]. Dostupné z: www.vscht.cz  
 
 58 
[30] MÜLLER, Martin. Příprava nanočástic v roztocích reverzních micel. In: 
Http://thriller.borec.cz/ [online]. 2011 [cit. 2013-03-02]. Dostupné z: 
http://thriller.borec.cz/akademie/priprava%20v%20micelach.html  
 
[31] MORA-HUERTAS, C.E., H. FESSI a A. ELAISSARI. Polymer-based nanocapsules for 
drug delivery. International journal of pharmaceutics [online]. 2010-01-29, roč. 385, 1-
2, s. 113-142 [cit. 2013-03-09]. ISSN 0378-5173. DOI: 10.1016/j.ijpharm.2009.10.018. 
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378517309007273 
 
[32] KVÍTEK, Libor. Metody studia koloidních soustav. In: Acta Universitatis Palackianae 
Olomucensis [online]. Olomouc, Czech Republic: Faculty of Physical Culture, Palacky 
University [cit. 2013-02-10]. Dostupné z: http://chemikalie.upol.cz/skripta/ 
 
[33] Understanding Classical / Static Light Scattering. In: Http://www.wyatt.com/ [online]. 
2003 [cit. 2013-03-02]. Dostupné z: 
http://www.wyatt.com/theory/rayleighscattering/understanding-classical-static-light-
scattering.html 
 
[34] JACKSON, Kevin. Dynamický rozptyl světla - co, jak, proč?. CHEMagazín: časopis 
pro chemicko-technologickou a laboratorní praxi. Pardubice: Ing. Miloslav Rotrekl, 
2007, XVII, č. 1, s. 12-14. ISSN 1210-7409. 
 
[35] Optické vlastnosti koloidních soustav: fyzikální princip metody měření velikosti částic a 
zeta potenciálu. Krystalografická společnost [online]. 2008 [cit. 2013-02-10]. Dostupné 
z: http://www.xray.cz/kfkl-osa/eng/zetasizer/texty-ulohy-uvod.htm 
 
[36] ZÁVADA, Jaroslav. Flotace. In: Vysoka škola báňská - Technická univerzita Ostrava: 
VŠB - Technical University of Ostrava : 1849-1999 [online]. 1. vyd. Ostrava: Studio En 
Face, 1999 [cit. 2013-04-16]. Dostupné z: http://hgf10.vsb.cz/546/Flotace/text_2.htm  
 
[37] PARK, Hye Sun, Jung Eun LEE, Mi Young CHO, Ji Hyeon HONG, Sang Hee CHO a 
Yong Taik LIM. Hyaluronic Acid/Poly(β-Amino Ester) Polymer Nanogels for Cancer-
Cell-Specific NIR Fluorescence Switch. Macromolecular Rapid Communications 
[online]. 2012-09-26, roč. 33, č. 18, s. 1549-1555 [cit. 2013-03-09]. ISSN 10221336. 
DOI: 10.1002/marc.201200246. Dostupné z: 
http://doi.wiley.com/10.1002/marc.201200246 
 
[38] Internalizace. In: Velký lékařský slovník [online]. 2008 [cit. 2013-03-09]. Dostupné z: 
http://lekarske.slovniky.cz/lexikon-pojem/internalizace-1 
 
[39] Polyarginine. In: BRENDA: The Comprehensive Enzyme Information System [online]. 
2013 [cit. 2013-03-17]. Dostupné z: http://www.brenda-
enzymes.org/Mol/Mol.php4?n=15669 
 
 59 
[40] Hexadecyltrimethylammonium bromide. In: SIGMA-ALDRICH [online]. 2013 [cit. 
2013-03-17]. Dostupné z: 
http://www.sigmaaldrich.com/medium/structureimages/72/mfcd00011772.png  
 
[41] CTAB. G-biosciences [online]. 2011 [cit. 2013-04-19]. Dostupné z: 
http://www.gbiosciences.com/CTAB-desc.aspx  
 
[42] HALASOVÁ, T., J. KROUSKÁ, F. MRAVEC a M. PEKAŘ. Hyaluronan-surfactant 
interactions in physiological solution studied by tensiometry and fluorescence probe 
techniques. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 
[online]. 2011, roč. 391, 1-3, s. 25-31 [cit. 2013-04-19]. ISSN 09277757. DOI: 
10.1016/j.colsurfa.2011.05.035. Dostupné z: 
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0927775711003621  
 60 
8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
8.1 Seznam zkratek 
 
Zkratka Význam 
HyA  kyselina hyaluronanová (hyaluronan sodný) 
PArg  polyarginin 
CTAB  cetyltrimethylammoniu bromid 
NaCl  chlorid sodný 
CMC  kritická micelární koncentrace 
DLS  dynamický rozptyl světla 
NIR  blízká infračervená oblast 
PAL  povrchově aktivní látka 
Da  dalton, biochemická jednotka molekulové hmotnosti, 1 Da = 1 g·mol-1 
 
8.2 Seznam symbolů 
 
Symbol Význam 
c  koncentrace látky 
M  mol·l−1 
OP  objemový poměr HyA:CTAB 
NP  nábojový poměr HyA:CTAB 
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9 PŘÍLOHY 
 
9.1 Příloha 1 – nízkomolekulární hyaluronan 
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Obr. 24: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 0,1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
106 kDa rozpuštěného ve vodě 
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Obr. 25: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
106 kDa rozpuštěného ve vodě 
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Obr. 26: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 0,1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
106 kDa rozpuštěného v 0,15 M roztoku NaCl 
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Obr. 27: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
106 kDa rozpuštěného v 0,15 M roztoku NaCl 
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9.2 Příloha 2 – vysokomolekulární hyaluronan 
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Obr. 28: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 0,1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
1,39 MDa rozpuštěného ve vodě 
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Obr. 29: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
1,39 MDa rozpuštěného ve vodě 
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Obr. 30: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 0,01 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
1,39 MDa rozpuštěného v 0,15 M roztoku NaCl 
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Obr. 31: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 0,1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
1,39 MDa rozpuštěného v 0,15 M roztoku NaCl 
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Obr. 32: Korelační křivky hyaluronanu o koncentraci 1 g·l−1 a molekulové hmotnosti 
1,39 MDa rozpuštěného v 0,15 M roztoku NaCl 
 
9.3 Nanočástice hyaluronan + polyarginin 
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Obr. 33: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 1,67 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a polyargininu o koncentraci 0,5 g·l−1 a molekulové 
hmotnosti 5–15 kDa 
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Obr. 34: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 1,67 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a polyargininu o koncentraci 0,5 g·l−1 a molekulové 
hmotnosti 5–15 kDa 
 
9.4 Nanočástice hyaluronan + CTAB 
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Obr. 35: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 0,44 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB různých koncentrací, rozpouštědlo 
0,15 M roztoku NaCl 
 67 
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1E+00 1E+01 1E+02 1E+03 1E+04 1E+05 1E+06 1E+07
korelační čas [µs]
ko
re
la
čn
í f
u
n
kc
e.
0,5 mM CTAB odstředěno 0,7 mM CTAB odstředěno
1 mM CTAB odstředěno 1,5 mM CTAB odstředěno
0,5 mM CTAB neodstředěno 0,7 mM CTAB neodstředěno
1 mM CTAB neodstředěno 1,5 mM CTAB neodstředěno
 
Obr. 36: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 1,67 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB různých koncentrací, rozpouštědlo voda 
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Obr. 37: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 1,67 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB různých koncentrací, rozpouštědlo 
0,15 M roztoku NaCl 
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Obr. 38: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 1,67 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB o koncentraci 0,7 mM, namíchaných 
v různých objemových poměrech, rozpouštědlo voda 
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Obr. 39: Korelační křivky nanočástic hyaluronanu o koncentraci 1,67 g·l−1 
a molekulové hmotnosti 137 kDa a CTAB o koncentraci 0,7 mM, namíchaných 
v různých objemových poměrech, rozpouštědlo 0,15 M roztoku NaCl 
